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A floculação é um processo de agregação celular observado em muitas linhagens de 
Saccharomyces cerevisiae que resulta em sedimentação, prejudicando o rendimento 
fermentativo e a operação de destilarias produtoras de bioetanol. A maioria das linhagens 
utilizadas por essa indústria, incluindo a linhagem PE-2/JAY270, foi selecionada pela 
incapacidade de flocular. 
 
O controle genético da floculação é bem caracterizado, vários genes foram associados ao 
fenômeno, incluindo principalmente a família de genes FLO. Previamente observamos que 
a linhagem JAY291 (haploide derivado de JAY270) não flocula, apesar de possuir o alelo 
funcional do regulador positivo de floculação FLO8, sugerindo que seu fenótipo envolve 
outro passo dessa via. A análise da progênie F2 do cruzamento de JAY291 com a linhagem 
de laboratório S288 (flo8-1) revelou uma proporção fenotípica de ~1:8 (floculantes/não 
floculantes), esperada para uma característica controlada por três genes não ligados. 
Sequenciamos os genomas de oito indivíduos F2 floculantes segregando ~40.000 SNPs 
existentes entre S288c e JAY291. As sequências foram comparadas entre si para 
localizarmos regiões que co-segregavam com a floculação. Esse mapeamento preliminar 
foi refinado por PCR-RFLP, revelando um segundo gene, FLO1, que está ausente em 
JAY291. Para identificar o terceiro gene, analisamos fenotipicamente novos haploides F2 
segregantes de um cruzamento entre S288c (FLO8::KanMX4 FLO1::HphMX4) e JAY291 
(FLO8 flo1∆), dentre os quais os indivíduos FLO1:HphMX4 foram divididos em dois “bulks” 
(floculante e não floculante) e sequenciados. As frequências alélicas S288c ou JAY291 nos 
“bulks” foram interrogadas e validadas estatisticamente, revelando um terceiro gene 
fortemente associado ao fenótipo: MSS11 (fator de transcrição envolvido em floculação). 
Encontramos ainda outros doze loci contendo genes de efeito menor, mas que atuam 
como modificadores do fenótipo.  
 
Em experimentos independentes, observamos alteração na morfologia de colônia de 
JAY270 e troca de seu típico fenótipo liso para rugoso, também associado com um grau 
baixo de floculação. Tais colônias rugosas também são frequentemente encontradas na 
indústria. Curiosamente, o mesmo fenótipo foi observado cruzando-se haploides 
específicos derivados de JAY270. Os cruzamentos sugeriram que o fenótipo era controlado 
um único gene, porém específico de diploides. O mapeamento em genomas de haploides 
de JAY270 revelou o gene responsável pela alteração de fenótipo: ACE2, envolvido com 
separação celular. JAY270 é heterozigota para uma mutação frameshift em ACE2 




perda de heterozigosidade (LOH), produzindo células com duas cópias mutadas desse 
gene. 
 
Para evitar futuros problemas industriais causados pela sedimentação de linhagens 
rugosas resultantes de LOH na região de ACE2, o defeito detectado ace2-7A foi reparado 
no genoma da JAY270. O diploide FGY050 (ura3∆/ura3∆), derivado de JAY270 e 
auxotrófico para uracila, foi utilizado como plataforma. A linhagem desenvolvida passou a 
ter duas cópias do alelo selvagem de ACE2 (ACE2/ACE2) e portanto é incapaz de se tornar 
rugosa por recombinação. 
 
Finalmente, em um estudo não relacionado com floculação ou morfologia de colônia, 
testamos se LOH pode estar relacionada com alguma consequência fenotípica benéfica à 
JAY270. Dentre onze linhagens LOH testadas em ensaios fermentativos de competição 









Flocculation is a process of cellular aggregation observed in several Saccharomyces 
cerevisiae strains which results in sedimentation, impairing the fermentation yield and the 
operation of Brazilian bioethanol distilleries. Most strains used in this industry, including 
the PE-2/JAY270 strain, were selected for their inability to flocculate. 
 
The genetic control of flocculation is well characterized and several genes were associated 
with this phenomenon, including the FLO family of genes. We previously observed that 
the JAY291 strain (derivative haploid of JAY270) does not flocculate, despite having the 
functional allele of the positive regulator of flocculation FLO8, suggesting that its 
phenotype involves another step of this pathway. Analysis of the F2 progeny from crossing 
JAY291 with the laboratory strain S288c (flo8-1) revealed the phenotypic ratio of ~1:8 
(flocculent/non-flocculent), expected for a trait controlled by three unlinked genes. We 
sequenced the genomes of eight flocculent F2 individuals segregating ~40.000 SNPs that 
exist between S288c and JAY291. The sequences were compared to each other to localize 
regions that co-segregated with the flocculation. This preliminary mapping was refined by 
PCR-RFLP, revealing a second gene, FLO1, which is absent in JAY291. To identify the third 
gene, we phenotypically analyzed new F2 haploids segregating from a cross between 
S288c (FLO8::KanMX4 FLO1::HphMX4) and JAY291 (FLO8 flo1∆), among which 
FLO1:HphMX4 individuals were separated into two bulks (flocculent and non-flocculent) 
and sequenced. Allele frequencies S288c or JAY291 in bulks were interrogated and 
statistically validated, revealing a third gene strongly associated with the phenotype: 
MSS11 (transcription factor involved in flocculation). We also found twelve other loci 
containing minor effect genes, but acting as modifiers of the phenotype. 
 
In independent experiments, we observed alterations in the colony morphology of JAY270 
and a transition from its typical rough to smooth phenotype, also associated with a low 
degree of flocculation. This type of colony is often found in the industry. Interestingly the 
same phenotype was observed crossing specific haploids derivatives of JAY270. The 
crosses suggested that the phenotype was controlled by a single gene, but diploid specific. 
Mapping genomes of haploids of JAY270 revealed the gene responsible for the altered 
phenotype: ACE2, involved in cell separation. The JAY270 is heterozygous to a frameshift 
mutation in the ACE2 (ACE2/ace2-7A). The rough phenotype occurs by mitotic 
recombination associated with loss-of-heterozygosity (LOH), producing cells with two 





To avoid future industrial problems caused by sedimentation of rough strains derived 
from LOH in the ACE2 region, the ace2-7A defect was repaired in the JAY270 genome. The 
diploid FGY050 (ura3Δ/ura3Δ), derived from JAY270 and auxotrophic to uracil was used as 
a platform. The developed strain has two copies of the ACE2 wild-type allele (ACE2/ACE2) 
and is therefore unable to become roughened by recombination. 
 
Finally, in a study unrelated to flocculation or colony morphology, we tested whether LOH 
may be associated with some phenotypic consequence beneficial to the JAY270. Out of 
eleven LOH strains tested in fermentative assays of direct competition against their 
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Estrutura da tese 
 
 Primeiramente, são apresentados uma introdução geral e objetivos do trabalho. 
Em seguida, essa tese foi quatro capítulos. Em cada capítulo há uma introdução individual, 
materiais e métodos, resultados, discussão, conclusões e referências. O capítulo 2 contém 
dados e experimentos de um estudo em fase final de redação de manuscrito, o qual será 
submetido à revista Genetics em breve. Sou a primeira e principal autora nesse 
manuscrito. No anexo I é apresentado um manuscrito aceito para publicação na revista 
Journal of Biotechnology, no qual tive participação como co-autora pela realização de 
alguns experimentos de genotipagem de linhagens por PCR. 
 
Introdução Geral e Objetivos 
 
Capítulo 1: Mapeamento genômico por novos genes de floculação na linhagem 
industrial PE-2 (JAY291) 
 
Capítulo 2: Colony morphology transition in industrial yeast strains is associated with 





Capítulo 3: Manipulação genética de linhagem PE-2 para reparo de defeito identificado 
em gene envolvido com variação de morfologia de colônia 
 
Capítulo 4: Análise das consequências fenotípicas da perda de heterozigosidade (LOH) 




Anexo I: A simple and effective set of PCR-based molecular markers for the monitoring 




















Linhagens industriais de Saccharomyces cerevisiae utilizadas para produção 
de etanol no Brasil 
 
 As linhagens industriais Saccharomyces cerevisiae utilizadas atualmente para 
produção de etanol foram isoladas durante o processo fermentativo em destilarias 
brasileiras e selecionadas após serem caracterizadas como boas fermentadoras e capazes 
de dominar o processo fermentativo durante toda a safra. Diversas linhagens vêm sendo 
utilizadas como pré-inóculo em diferentes unidades industriais: BG-1, CR-1, SA-1, CAT-1, 
PE-2, entre outras (Basso et al. 2008). 
A linhagem industrial Pedra-2 (PE-2), isolada na Usina da Pedra e amplamente 
utilizada por destilarias brasileiras, foi selecionada por apresentar muitas características 
favoráveis ao processo de produção de etanol, como: alta produtividade e rendimento 
fermentativo, alta taxa de crescimento e viabilidade celular, alta tolerância à temperatura 
e estresse oxidativo, fermentação estável durante toda a temporada, baixa formação de 
espuma, extremamente bem sucedida em competições e não floculante (Basso et al. 
2008). 
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Floculação em Saccharomyces cerevisiae 
Floculação é a agregação de células de leveduras em massas multicelulares, 
compostas por centenas e até milhares de células, chamadas de flocos, que resulta na 
rápida sedimentação celular (Soares 2011). 
 
 
Figura 1 - Fenótipos de linhagem não floculante versus linhagem floculante, observados em microscopia. Exemplos de 
células livres e não floculantes (A), em comparação com células floculadas, que formam grandes aglomerados 
multicelulares (B). Em “A” são células da linhagem industrial PE-2/JAY270 e em “B”, células da linhagem de laboratório 
S288c/ARY156, com o gene FLO8 restaurado (desenvolvida no capítulo 2 desse trabalho). A barra indica 20 µm. 
 
O mecanismo físico pelo qual ocorre a floculação é denominado Lectin-like Theory 
of Flocculation, teoria que sugeriu a ligação que ocorre entre lectinas (floculinas) 
presentes na parede celular de células floculantes e resíduos de açúcar presentes na 
parede celular de células vizinhas, sendo esse processo reversível e dependente de cálcio 
(Miki et al. 1982; Touhami et al. 2003; Singh et al. 2011). 




Figura 2 - Teoria de floculação chamada de Lectin-like (Miki et al. 1982). As proteínas de parede celular, chamadas de 
floculinas, reconhecem carboidratos presentes na parede de células vizinhas. Para atingir sua conformação ativa, as 
floculinas requerem a presença de íons cálcio. A agregação de células resultante dessa interação é chamada de 
floculação (adaptado de Singh et al. 2011).  
 
As floculinas possuem uma estrutura comum de três domínios: um domínio C-
terminal, que contém uma âncora-GPI (glycosylphosphatidylinositol) que liga a floculina à 
parede celular; um domínio N-terminal, que sobressai da superfície celular e se liga a um 
carboidrato presente na parede celular de uma célula vizinha e um amplo domínio 
mediano caracterizado por múltiplas repetições ricas em serina e treonina codificadas por 
sequências de DNA conservadas (Verstrepen and Klis 2006).  
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A floculação pode ocorrer em condições de estresse, comuns aos processos 
fermentativos industriais, como diminuição da quantidade de nutrientes, alta 
concentração de etanol, condições de temperatura, pH e oxigênio não adequados ao 
crescimento e interação com bactérias presentes nas dornas de fermentação 
(Lactobacillus fermentum) (Teresinha and Fumio 1993; Bromberg and Yokoya 1995; Soares 
and Seynaeve 2000; Sampermans et al. 2005; Smukalla et al. 2008; Soares 2011). 
 
Genes envolvidos com floculação descritos na literatura 
Em S. cerevisiae, a floculação é controlada geneticamente e muitos genes foram 
relatados como sendo responsáveis por este fenômeno, sendo principalmente 
pertencentes à família FLO. Entre eles estão: FLO1, FLO5, FLO9 e FLO10 (Teunissen and 
Steensma 1995; Soares 2011). 
Os genes FLO possuem muitas repetições internas in tandem. Essas unidades 
internas de repetições favorecem eventos de recombinação, resultando na expansão ou 
contração do tamanho do gene. O número dessas unidades de repetição foi também 
relacionado com o aumento ou diminuição no grau de floculação. O FLO1 é o que possui o 
maior número de repetições internas entre os genes da família FLO e foi observado que a 
expansão de repetições em FLO1 resulta em um grau de floculação mais forte. 
(Verstrepen et al. 2005) (Figura 3). Possivelmente, floculinas menores conferem um 
menor grau de floculação, pois o domínio N-terminal permanece dentro da parede celular 
(Verstrepen and Klis 2006). 




Figura 3 – Subunidades de repetições intragênicas in tandem encontradas em genes da família FLO. O gene FLO1 
possui o maior número de repetições internas dentre os genes dessa família. O aumento ou diminuição no número de 
repetições causam a expansão ou contração no tamanho do gene. A adição ou remoção dessas unidades de repetição 
não alteram o quadro de leitura. As subunidades intragênicas de repetição estão demonstradas na figura em cada uma 
das caixas ou retângulos vermelhos (Verstrepen et al. 2005). 
 
FLO1 é o principal agente no processo de floculação (Kobayashi et al. 1998; 
Smukalla et al. 2008). O domínio de ligação N-terminal de Flo1p se liga especificamente a 
carboidratos de manose (Goossens et al. 2011). 
O estudo realizado por Smukalla e colaboradores (2008) demonstrou que a 
expressão de FLO1 protege células floculantes de múltiplos estresses, principalmente 
químicos, incluindo altas concentrações de etanol, do antifúngico Anfotericina B (droga 
comumente utilizada para combater fungos patogênicos como Candida albicans) e de 
peróxido (estresse oxidativo). Ainda nesse estudo, foi demonstrado que as células 
floculantes presentes no interior dos flocos estão fisicamente protegidas e são mais 
resistentes do que células presentes nas camadas exteriores dos flocos.  
Porém, foi também observado que a expressão de FLO1 tem o custo de um 
crescimento mais lento, relativamente às células que não expressam FLO1, provavelmente 
pelo acesso limitado aos nutrientes e oxigênio em células presentes no interior dos flocos. 
Mesmo quando a floculação foi inibida com adição de manose, as células que expressam 
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FLO1 continuaram a apresentar esse defeito no crescimento.  Para evitar que células que 
não expressam FLO1 se aproveitem dessa proteção, células FLO1+ preferencialmente se 
aderem entre si, independentemente do parentesco genético do restante do genoma (por 
exemplo, entre duas espécies diferentes). Por esse motivo, os autores desse trabalho 
indicaram FLO1 como um “gene egoísta” (idéia popularizada por Dawkins, 1976) de 
“efeito barba verde” (green beard gene), direcionando a cooperação para outros 
portadores do mesmo gene. Também foi demonstrado que essa resistência ao estresse 
aumenta com o aumento no número das repetições in tandem do gene FLO1 (Smukalla et 
al. 2008). 
Existem também outros genes, reguladores transcricionais, atuantes sobre a 
floculação e descritos na literatura. Tup1p, Ssn8p, Srb8p, Sin4p atuam como repressores 
transcricionais de FLO1. Também atuam como repressores de outro gene da família FLO, 
FLO11 (Fichtner et al. 2007), que está relacionado principalmente com fenótipos 
resultantes de adesão célula-substrato, observada em biofilmes (Reynolds and Fink 2001). 
MSS11, que participa na regulação da degradação do amido, na formação de 
pseudohifas e crescimento invasivo haplóide, foi identificado como um forte indutor da 
floculação (Bester et al. 2006).  
Foi observado que a superexpressão de outro gene, GTS-1, em uma linhagem 
Saccharomyces cerevisiae de laboratório, W303-1A, que possui uma mutação no gene 
FLO8 tornando-o não funcional, leva a um fenótipo floculante. A floculação nesse caso era 
dependente da expressão de FLO1 (Shen et al. 2006). 
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O gene FLO8 codifica um ativador do gene FLO1 (Kobayashi et al. 1998). Regula 
características de crescimento invasivo, produção de glicoamilase extracelular e floculação 
através da regulação dos genes FLO11, STA1 e FLO1 (Kobayashi et al. 1999). 
A linhagem padrão de laboratório S288c contém uma mutação no gene FLO8 (flo8-
1) que torna as células não floculantes (Liu et al. 1996). A reposição do gene FLO8 por uma 
versão intacta e a superexpressão desse gene permite a expressão dos genes FLO1 e 
FLO11 e consequentemente restaura em a floculação e o crescimento pseudohifas, 
respectivamente, em diplóides (Bester et al. 2006; Fichtner et al. 2007). Em JAY291, uma 
linhagem haplóide não floculante derivada de um diplóide PE-2 (isolado JAY270) que teve 
seu genoma sequenciado recentemente (Argueso et al. 2009), o gene FLO8 aparece como 
funcional, indicando que o fenótipo não floculante envolve outros genes dessa via. FLO8 
atua como regulador positivo tanto do gene FLO1 como de FLO11 (Fichtner et al. 2007). 
Como já mencionado anteriormente, os genes FLO participam de outros tipos de 
fenótipos relacionados não só à adesão célula-célula (floculação), como também à adesão 
célula-substrato (FLO11) como crescimento invasivo, formação de pseudohifas e biofilmes 
(Reynolds and Fink 2001; Bauer et al. 2010)  
 
Prejuízos causados por floculação ao processo de produção de etanol 
A floculação prejudica o processo de produção de etanol, por reduzir o contato da 
levedura com o meio, resultando em açúcar residual e reduzindo a produtividade 
fermentativa. Pode ainda diminuir a eficiência de centrifugação, dificultando o tratamento 
ácido utilizado para reduzir contaminantes bacterianos no final de cada ciclo 
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fermentativo, resultando no aumento do uso de ácido sulfúrico, aumentando o estresse 
causado às leveduras, que podem reduzir suas atividades ou morrer. Além disso, pode 
causar o entupimento de tubulações nas centrífugas utilizadas, causando sérios prejuízos 
ao processo (Basso et al. 2008; Amorim et al. 2011). 
 
 
Diferentes estudos envolvem o processo de adesão celular: patogenicidade de 
vírus, fungos e bactérias e formação de biofilmes em microbiologia e, abrangendo as 
áreas, comunicação celular e metástase tumoral (Goossens and Willaert 2010). 
Considerando que a floculação é um processo de adesão celular ainda não totalmente 
compreendido e um dos grandes problemas encontrados nas usinas brasileiras produtoras 
de etanol combustível, a identificação e a compreensão de fatores genéticos envolvidos 
neste processo podem ter fundamental importância para diversas áreas e poderão ainda, 
servir como ferramenta para o desenvolvimento de linhagens industriais geneticamente 
melhoradas para este fenômeno. 
  




O presente projeto objetiva compreender os fatores genéticos envolvidos no 
processo de floculação em Saccharomyces cerevisiae e revelar novos reguladores desse 
processo. 
Os objetivos específicos deste projeto são: 
 Compreender os fatores genéticos que controlam o fenótipo não floculante da 
linhagem industrial JAY291 (isolado da PE-2); 
 Identificar genes envolvidos no processo de floculação através de mapeamento 
genômico;  
 Caracterizar funcionalmente genes selecionados através de deleção gênica e/ou 
substituição alélica; 
 Obter uma linhagem industrial não floculante, independente das condições 
encontradas nas dornas de fermentação, com características de interesse 
industrial preservadas. 
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Mapeamento genômico por novos genes de floculação na 
linhagem industrial PE-2 (JAY291) 
INTRODUÇÃO 
Saccharomyces cerevisiae é considerado um modelo para estudos genômicos, 
principalmente por possuir características como curto tempo de geração sexual, alta taxa 
de recombinação meiótica e pequeno tamanho de seu genoma (Connelly and Akey 2012; 
Liti and Louis 2012). Foi o primeiro organismo eucarioto (linhagem de laboratório S288c) a 
ter seu genoma sequenciado (Goffeau et al. 1996). É também um importante organismo 
produtor na indústria biotecnológica (revisado em Carvalho-Netto, Rodrigues et al. 2012). 
A maioria das características de interesse industrial de S. cerevisiae são 
quantitativas, ou seja, apresentam uma distribuição contínua de um caráter mensurável e 
são controladas por múltiplos loci, chamados de QTL (Quantitative Trait Loci). Por outro 
lado, características qualitativas são referidas como Mendelianas, controladas por um 
único locus de efeito discreto e podem ser consideradas como fenótipos extremos de 
características quantitativas. Acredita-se ainda que cada um dos numerosos loci que 
controlam as características quantitativas exerce um pequeno efeito sobre o fenótipo, 
chamados de loci de efeito menor (minor effect genes), mas alguns deles possuem amplo 
efeito e esses são chamados de loci de efeito maior (major effect genes) (Swinnen et al. 
2012).  
Em S. cerevisiae, o mapeamento de QTL é normalmente realizado após o 
cruzamento de duas linhagens parentais que diferem quanto à característica em estudo. 




analisados quanto à expressão fenotípica da característica quantitativa de interesse. A 
variação fenotípica entre as linhagens parentais não é uma necessidade, mas deve existir 
na população de segregantes (Mancera et al. 2008; Swinnen et al. 2012). 
Em estudos preliminares realizados por nosso grupo (Argueso et al. 2009), foi 
realizado um cruzamento entre a linhagem de laboratório não floculante S288c (JAY479) 
com a linhagem PE-2 industrial não floculante JAY291, resultando em um híbrido, 
chamado JAY361, que apresentou o mesmo fenótipo não floculante de seus parentais. 
Foram observados os fenótipos 120 indivíduos haploides, segregantes da população F2, 
resultantes da dissecção de trinta tétrades completas (com seus quatro esporos viáveis) 
do híbrido JAY361. A observação do crescimento em meio líquido de cada um dos esporos 
separadamente mostrou que dezenove indivíduos apresentavam floculação e 101 eram 
não floculantes, proporção fenotípica aproximada de 1:8 floculantes para não floculantes, 
esperada para uma característica controlada por três genes não ligados (x2 = 1.22; P = 






Figura 1 - Cruzamento da linhagem de laboratório S288c (JAY479) com a linhagem industrial PE-2 (JAY291). O 
cruzamento entre S288c (flo8-1) e JAY291 (FLO8), ambas não floculantes, resulta no híbrido diploide JAY361 (FLO8/flo8-
1) que apresenta mesmo fenótipo dos parentais. Dentre 120 indivíduos F2 segregantes, 101 não flocularam e 19 
flocularam em meio YPD líquido, uma proporção fenotípica de ~1:8 esperada para uma característica controlada por três 





Dentre os indivíduos floculantes, observamos que havia uma variável no grau de 
floculação. Alguns sedimentavam para o fundo do tubo imediatamente após a retirada do 
vórtex, enquanto que alguns indivíduos também apresentavam flocos visíveis a olho nu no 
meio líquido, mas demoravam um pouco mais para sedimentar. Por comparação entre o 
tempo de sedimentação apresentado pelos dezenove indivíduos, os classificamos como 
nível cinco para a máxima floculação (menor tempo para sedimentação), nível um para 
floculação mínima (maior tempo para sedimentação dentre os floculantes), sendo nível 
zero para não floculantes.  O gráfico representado na Figura 2 mostra o grau de floculação 
observado nos dezenove indivíduos floculantes. 
 
Figura 2 - Grau de floculação entre os dezenove haploides floculantes F2. Os dezenove indivíduos floculantes foram 
comparados entre si, quanto ao grau de floculação, pelo tempo de sedimentação em meio YPD líquido. Quando as 
linhagens sedimentavam imediatamente após retirada do tudo do vórtex, a linhagem foi pontuada como 5 (máximo 
grau de floculação). Para linhagens não floculantes o grau é zero. 
Nesse capítulo, realizamos um mapeamento genômico com intuito de localizarmos 




floculante de JAY291. Observando os primeiros resultados descritos acima, levantamos 
uma hipótese para o modelo de herança genética de floculação: existe um componente 
discreto atuante, que determina se a linhagem é floculante ou não; por outro lado, existe 
um componente quantitativo, que determina o grau de floculação. Os três genes não 
ligados, esperados pela proporção fenotípica de 1:8 observada na população F2, poderiam 
ser os atuantes do componente discreto da herança. Para o componente quantitativo, 
esperamos encontrar outros genes, que seriam os genes de menor efeito (minor effect 
genes) de uma herança quantitativa, mas também atuantes sobre a característica. 
MATERIAIS E MÉTODOS 
Linhagens, Meios, técnicas moleculares/microbiológicas 
As linhagens de levedura utilizadas nesse trabalho são todas espécies de 
Saccharomyces cerevisiae e estão listadas na Tabela 1. A linhagem Escherichia coli (α-
Select Chemically Competent Cells, Bioline) foi utilizada para clonagem de plasmídeos de 
acordo com as instruções fornecidas pelo protocolo do fabricante. Os meios YPD (Yeast 
Extract Peptone Dextrose), LB (Luria-Bertani) e de esporulação foram preparados de 
acordo com protocolos padrões (Ausubel et al. 1998). Para a seleção dos transformantes 
integrativos, quando necessário, o meio YPD foi complementado com o antibiótico 
geneticina, G418, a uma concentração de 200 μg/ml ou higromicina 300 μg/ml, após 
autoclavagem. Já o meio LB, foi complementado com ampicilina 100 μg/ml para seleção 
de transformantes. Para a preparação dos meios sólidos foram adicionados 2% de ágar. 
Técnicas de extração de DNA, transformação de leveduras pelo método acetato de lítio, 




protocolos padrões (Rose et al. 1990; Ausubel et al. 1998). Para esporulação, as leveduras 
foram plaqueadas em meios de esporulação e incubadas a 30°C por três dias. Após 
esporulação, as tétrades foram tratadas com a enzima Zymolyase. A dissecção de tétrades 
ocorreu através de micromanipulação. Após cruzamento de linhagens haploides, o 
mating-type MATa/α do diploide resultante foi confirmado por PCR, baseando-se na 
técnica descrita por (Huxley et al. 1990). Para crescimento, as linhagens de levedura foram 
incubadas a 30°C de um a três dias. O armazenamento das linhagens ocorreu em glicerol a 





Tabela 1 - Linhagens de levedura Saccharomyces cerevisiae utilizadas nesse estudo 
  Genótipos:   Descrições: Referências: 
      
Diploides: 
     
JAY270: MATα   
Isolado selvagem da 
linhagem industrial PE-
2; não floculante 
Argueso et al. 
2009 
MATa 
   
     
 
 JAY361: MATα FLO8   FLO1 Híbrido resultante do 
cruzamento de JAY291 
e JAY479; não 
floculante 
 
MATa flo8-1 flo1∆ Argueso et al. 
2009 
    
      ARY161: MATα FLO8  FLO1::HphMX4 Híbrido resultante do 
cruzamento de JAY291 
e ARY157; não 
floculante 
 MATa FLO8::KanMX4  flo1∆ Esse estudo 
    
      Haploides: 
      
JAY291: MATa FLO8  flo1∆ 
Esporo selvagem 
isolado de JAY270; não 
floculante 
Argueso et al. 
2009 
 
    
 
     
 
   Linhagem de 
laboratório S288c 
selvagem (S97); petite 
(ρ0); não floculante 
  
JAY479: MATα flo8-1  FLO1 
Steinmetz et 
al. 2002;  
 
   
Argueso et al. 
2009 
 
    
 
     
 
   
Deleção de FLO8 com 
cassete HphMX4-FLO8 
em JAY479; não 
floculante 
 ARY153: MATα flo8∆::HphMX4 FLO1 Esse estudo 
 
    
 




     
 
   
Reparo de FLO8 com 
inserção de pAR2 em 
ARY153; floculante 
 ARY156: MATα FLO8::KanMX4  FLO1 Esse estudo 
 
    
 




   
Inserção de marca de 
resistência ligada ao 
FLO1 em ARY156; 
floculante 
 ARY157: MATα FLO8::KanMX4  FLO1::HphMX4 Esse estudo 
     







Tabela 2- Primers oligonucleotídicos utilizados nesse estudo 
Nome Sequência 5' → 3' e objetivo 
    
ARO72 
TATAGGAATGTTGCATTT 










































































































Homologia interna aos plasmídeos pFA6aKanMX4, pAG32 e pAR2 
 






Mapeamento genômico preliminar 
Primeiramente, realizamos um cruzamento entre a linhagem de laboratório S288c 
(JAY479) com a linhagem industrial PE-2 (JAY291), ambas não-floculantes. Nessa primeira 
análise, observamos os fenótipos de 120 indivíduos segregantes F2. Oito indivíduos 
floculantes selecionados entre essa população F2 tiveram seus genomas completos 
sequenciados, utilizando-se a plataforma “Illumina HiSeq 2000”, na “University of North 
Carolina at Chapel Hill”, Chapel Hill, Carolina do Norte, Estados Unidos. Os genomas dos 
oito indivíduos foram sequenciados em uma única calha (lane) de sequenciamento. 
Analisamos as sequências geradas para os oito genomas através do programa “CLC 
Genomics Workbench”. Os “reads” gerados pelo sequenciamento foram mapeados no 
genoma da linhagem S288c, disponível no banco de dados “Saccharomyces Genome 
Database” (SGD), que possui alta qualidade de montagem e das sequências, os quais são 
sempre atualizados e disponíveis online. Também mapeamos as sequências de cada um 
dos oito indivíduos no genoma da linhagem JAY291 (Argueso et al. 2009). A cobertura 
média do sequenciamento foi de 77x.  
Por conseguinte, interrogamos o genótipo de cada um dos oito indivíduos 
floculantes sequenciados em cada uma das posições de Single Nucleotide Polymorphisms 
(SNPs) existentes entre a linhagem de laboratório S288c e a linhagem industrial PE-2 
(JAY291) (Figura 3). Foram analisados aproximadamente 40.000 SNPs segregantes entre 
os genomas dessas duas linhagens, o que significa aproximadamente um SNP a cada 300 
pb. Nosso objetivo nessa etapa foi encontrar três regiões que co-segregavam com o 





Figura 3 - Re-sequenciamento genômico e mapeamento dos reads no genoma referência de alta qualidade de S288c. 
Os genomas dos esporos floculantes foram mapeados no genoma de S288c, depositado em SGD (representado pela seta 
azul) e então os genótipos dos haploides floculantes foram interrogados em 40.000 SNPs existentes entre S288c e 





Figura 4 - Sequenciamento e mapeamento da população floculante F2. Para identificar os genes que controlam o 
fenótipo floculante observado na população F2 do cruzamento de S288c e JAY291, dentre os 120 haploides derivados de 
JAY361, selecionamos oito indivíduos e sequenciamos seus genomas completos, segregando os ~40.000 SNPs existentes 
entre os genomas parentais. Ao realizarmos o mapeamento, as sequências dos genomas dos floculantes foram 
comparadas entre si e com os genomas parentais, com o objetivo de se encontrar regiões que co-segregam com o 
fenótipo floculante dos oito indivíduos, podendo ser herdadas tanto de S288 (representado em azul) ou de JAY291 
(representado em vermelho). Nossa expectativa nessa etapa é encontrar três genes não ligados que controlam o 
fenótipo não floculante de JAY291. Uma dessas regiões é o segmento do Cromossomo V de JAY291, contendo alelo 
funcional de FLO8 (Argueso et al. 2009). 
Refinando o mapeamento por PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction -
Restriction Fragment Length Polymorphism) 
Após encontrarmos cinco regiões candidatas no primeiro mapeamento genômico, 
foram analisados os fenótipos de 160 indivíduos adicionais, segregantes F2 do mesmo 
cruzamento de S288c (JAY479) e PE-2 (JAY291).  Já sabíamos que a região localizada no 
Cromossomo V estava realmente associada com o fenótipo, analisada por PCR-RFLP nos 




160 indivíduos F2, 16 floculantes foram selecionados para genotipagem de outras quatro 
regiões candidatas também através da técnica PCR-RFLP. Para essa análise, selecionamos 
SNPs localizados nas regiões candidatas que criavam sítios de restrição específicos ou para 
a linhagem de laboratório (S288c) ou para a linhagem industrial (JAY291), como mostra a 
Figura 5. 
 
Figura 5 - Refinando o mapeamento por PCR-RFLP. Para verificar o genótipo de dezesseis indivíduos floculantes 
adicionais em quatro regiões candidatas, selecionamos SNPs que criam sítios de restrição específicos de S288c (A) ou de 
JAY291 (B).  
Todos os primers foram desenhados para amplificação de fragmentos contendo 
aproximadamente 600 pb, sendo que forward e reverse distam, cada um, cerca de 200 e 
400 pb do SNP/sítio de restrição selecionado, ou seja, quando houver o sítio de restrição, 
a digestão gera dois fragmentos, um de aproximadamente 200 pb e outro de 
aproximadamente 400 pb. 
O PCR ocorreu pela reação a seguir, utilizando MyTaq DNA Polymerase (Bioline) e 




94°C  por 5 minutos, seguida de 35  ciclos à 94°C por 30 segundos, temperatura de 
hibridização dos primers por 30 segundos, 72°C por 1min e extensão final à 72°C por 5 
minutos. 
Para análise da região candidata localizada no Cromossomo I, utilizamos os primers 
ARO74-75 para amplificação de PCR, seguido de reação de digestão pela enzima de 
restrição SacII. Já para a região candidata encontrada no Cromossomo VII, utilizamos os 
primers ARO72-73 e enzima de restrição SspI. Para a região candidata encontrada no 
Cromossomo XII, ARO78-79 e enzima SspI e para a localizada no Cromossomo XV, ARO76-
77 e enzima HinfI. Todas as enzimas de restrição utilizadas são da marca New England 
Biolabs Inc. (NEB). 
O PCR para testarmos a amplificação ou não amplificação de FLO1 no genoma das 
linhagens S288c e JAY291 foi realizado através de reação preparada da mesma maneira 
descrita acima, mas com os primers ARO101-102. 
Construção do plasmídeo pAR2 
Com o intuito de se reparar o defeito flo8-1 da linhagem de laboratório S288c 
construímos um plasmídeo, denominado como pAR2, contendo sequências parciais do 
alelo funcional FLO8 de JAY291 e o gene de resistência a geneticina (KanMX4), que foi 
utilizado para integração por recombinação homóloga. O plasmídeo pFA6aKanMX4 (Wach 
et al. 1994), que contém o marcador KanMX4, foi utilizado como base.  
Inicialmente, nossa estratégia era construir um plasmídeo contendo o gene FLO1 
de S288c e o gene FLO8 de JAY291 para inseri-lo em ambas as linhagens de laboratório e 




a estratégia, apenas reparando o defeito flo8 na linhagem de laboratório e ligando seu 
gene FLO1 a um marcador (HphMX4), o que seria útil para selecionar linhagens F2 que 
herdassem o gene FLO1 de S288c após seu cruzamento com JAY291. Houve a mudança de 
estratégia porque o gene FLO1 possui muitas repetições internas que poderiam 
comprometer a fidelidade de amplificação e consequentemente sua funcionalidade. 
Portanto, primeiro construímos um plasmídeo com os genes FLO1, FLO8 e KanMX4 
e posteriormente o gene FLO1 foi removido, resultando no plasmídeo pAR2 (Figura 6). 
O gene FLO1 foi amplificado do genoma de S288c (JAY479) com os primers ARO95 
e ARO98 (contém uma cauda com o sítio de restrição XbaI) gerando um fragmento de 6,4 
Kb.  A reação de PCR foi gel purificada e após reação de digestão com as enzimas XbaI e 
NdeI resultou em um fragmento de 6,1 kb, gel purificado e reservado para inserção no 
plasmídeo juntamente com o fragmento de FLO8. 
Sequências parciais do gene FLO8 foram amplificadas com os primers ARO91 e 
ARO92 e DNA genômico da linhagem JAY291, utilizando Velocity DNA Polymerase 
(Bioline). A amplificação por PCR foi iniciada a 98°C por 50 seg e então realizada com 38 
ciclos de 98°C por 10 seg, 55°C por 20 seg e 72°C por 2 min, com um passo final de 4 min a 
72°C. O produto de amplificação de 2,3 Kb foi purificado de gel de agarose (GeneJET Gel 
Extraction Kit, Thermo Scientific) e subsequentemente digerido com as enzimas de 
restrição SacII e NdeI (New England Biolabs - NEB). O fragmento de interesse de 1,8 kb foi 




Por outro lado, o plasmídeo pFA6aKanMX4 foi digerido com as enzimas SacII e SpeI 
(NEB) gerando dois fragmentos, sendo que o fragmento de 3921 pb foi isolado e 
purificado de gel de agarose e o fragmento de 20 pb descartado. 
Os fragmentos de FLO1, FLO8 e pFA6aKanMX4 foram ligados utilizando-se a 
enzima T4 DNA Ligase, criando um plasmídeo de 11,9 kb, clonado por E. coli (Bioline) e 
extraído com “GeneJET Plasmid Miniprep Kit” (Thermo Scientific).  
  Finalmente, a remoção do gene FLO1 foi realizada através da digestão do 
plasmídeo com as enzimas MfeI e EcoRI (NEB) e o fragmento de interesse de 5,8 kb, 
contendo sequência parcial do gene FLO8 e o marcador KanMX4, foi purificado de gel de 
agarose e religado com T4 DNA Ligase, resultando no plasmídeo pAR2. Após a clonagem 
em E. coli, pAR2 foi isolado com utilização do “GeneJET Plasmid Miniprep Kit” (Thermo 








Figura 6 - Representação das etapas realizadas para a construção do plasmídeo pAR2, utilizado para reparo do gene 
FLO8 em S288c. Em A, amplificação de sequências parciais de FLO8 do genoma da linhagem industrial JAY291, pelos 
primers ARO91 e ARO92, seguida de reação de digestão com enzimas de restrição NdeI e SacII. A amplificação de FLO1 
do genoma da linhagem de laboratório S288c, pelos primers ARO95 e ARO98, foi digerida com as enzimas de restrição 
NdeI e XbaI (B). Em C, digestão do plasmídeo pFA6aKanMX4, que contém o gene de resistência ao antibiótico geneticina, 
com enzimas SpeI e SacII. A etapa D mostra a ligação dos fragmentos gerados nas etapas anteriores (A-C) gerando um 
plasmídeo que contém os genes FLO1, FLO8 e KanMX4. Para a construção de pAR2, ocorreu a remoção do gene FLO1, 
através de digestão com enzimas EcoRI e MfeI, do plasmídeo construído em (D), que foi religado, resultando em um 





Reparo da mutação nonsense flo8-1 e inserção do marcador Hph ligado ao 
gene FLO1 no genoma de S288c  
Primeiramente foi construído um cassete, nomeado de HphMX4-FLO8, para 
deleção parcial de FLO8 no genoma da linhagem de laboratório S288c (JAY479). O cassete 
HphMX4-FLO8 foi amplificado do plasmídeo pAG32 (Goldstein and McCusker 1999) com 
utilização da enzima “MyTaq DNA Polymerase” (Bioline) e os primers quiméricos ARO88-
ARO89 (42 nucleotídeos homólogos com a região flanqueadora do locus alvo e 18 
nucleotídeos para a amplificação HphMX4-pAG32). A reação ocorreu após desnaturação 
inicial de 5 min a 94°C, em 35 ciclos de 30 seg a 94°C, 30 seg a 55°C, 3 min a 72°C, com um 
passo final de 5 min a 72°C.   
A integração correta de HphMX4-FLO8 foi confirmada por PCR de colônia com os 
oligonucleotídeos ARO90 e JAO15 e a linhagem S288c com deleção de parte do gene FLO8 
foi salva como ARY153 (Figura 7). 
Posteriormente, o plasmídeo pAR2 foi inserido no genoma de ARY153, removendo 
sequências do cassete HphMX4-FLO8, através de integração homóloga, reparando o 
defeito do gene FLO8. Antes da transformação em levedura, pAR2 foi digerido com as 
enzimas SacII e XmaI. A integração de pAR2 na posição genômica correta foi confirmada  
por PCR de colônia com os primers ARO82 e ARO92. A linhagem S288c com o FLO8 











Figura 7 - Deleção parcial de flo8 em S288c (JAY479) pela integração homóloga do cassete HphMX4-FLO8. O cassete 
HphMX4-FLO8 foi construído através de amplificação a partir do plasmídeo pAG32, que possui gene de resistência ao 
antibiótico higromicina (HphMX4). Para a reação foram utilizados os primers quiméricos ARO88 e ARO89, possuindo 42 
bases de homologia com o locus alvo de deleção (cauda vermelha dos primers) e 18 bases de homologia interna a pAG32 
(parte representada em preto nos primers). Após o PCR, o cassete de 1,6 kb foi utilizado para transformação. A 
integração homóloga do cassete ocorreu no genoma de S288c (JAY479) e a nova linhagem, com deleção da região que 










Figura 8 - Reparo de flo8 em S288c (ARY153) pela integração homóloga do plasmídeo pAR2. O plasmídeo pAR2 possui 
sequências parciais do alelo funcional (F) de FLO8 da linhagem industrial JAY291. Após digestão de pAR2 com as enzimas 
de restrição XmaI e SacII, ocorreu sua integração no genoma da linhagem ARY153, que possui deleção parcial de flo8 
pela integração do cassete HphMX4-FLO8. A região de homologia para integração de pAR2 ocorreu entre sequências de 
FLO8 do plasmídeo e de ARY153 e também entre sequências de pAR2 e cassete HphMX4-FLO8. A inserção de pAR2 foi 
confirmada por PCR, utilizando-se um primer externo à integração e interno ao gene FLO8 (ARO92) e um primer interno 
ao gene KanMX4, específico de pAR2 (ARO82). A confirmação da correta integração e consequente reparo do gene FLO8 







Inserção do marcador Hph ligado ao gene FLO1 no genoma de S288c 
O cassete HphMX4-FLO1, desenvolvido para ligar o gene FLO1 do genoma de S288c 
a um marcador de resistência ao antibiótico higromicina, foi amplificado de pAG32 com o 
mesmo programa utilizado para amplificação do cassete HphMX4-FLO8, porém com os 
oligonucleotídeos quiméricos ARO115-ARO116. O cassete HphMX4-FLO1 foi inserido a 
aproximadamente a 200 pb (180 pb) distal ao gene FLO1, no genoma da linhagem 
ARY156. A linhagem S288c (FLO8::KanMX4 FLO1::HphMX4) foi salva como ARY157 (Figura 
9). 
A inserção foi confirmada por PCR com os primers ARO117-JAO15 após a seleção 
dos transformantes em placas contendo os antibióticos geneticina e higromicina. O 
produto amplificado pelo PCR digerido com a enzima TaqI para checar se o marcador foi 
inserido no local correto (detalhado em resultados). Após pré-seleção do candidato pelo 
padrão de restrição, os fragmentos amplificados através de duas reações PCR, uma 
realizada com os primers ARO117-JAO15 e outra com os primers ARO116-JAO14, foram 
sequenciados. O sequenciamento ocorreu em um equipamento “ABI 3130xL Genetic 
Analyzer” (Applied Biosystems), em “Proteomics and Metabolomics Facility”, localizada na 
“Colorado State University”, Fort Collins, Colorado, EUA. As sequências foram analisadas 








Figura 9 - Inserção do cassete HphMX4-FLO1 em uma região  ~200 pb distal ao FLO1 de S288c (ARY156) por integração 
homóloga. O cassete HphMX4-FLO1 foi construído através de amplificação a partir do plasmídeo pAG32, que possui 
gene de resistência ao antibiótico higromicina (HphMX4). Para a reação foram utilizados os primers quiméricos ARO115 
e ARO116, possuindo 42 bases de homologia com o locus alvo, distal a FLO1 (cauda laranja dos primers) e 18 bases de 
homologia interna a pAG32 (parte representada em preto nos primers). Após o PCR, o cassete de 1,8 kb foi utilizado 
para transformação. A integração homóloga do cassete ocorreu no genoma de ARY156 e a nova linhagem, agora com 







Mapeamento genômico em “bulks” - Bulk Segregant Analysis (BSA) aliada a 
sequenciamento de última geração - Next Generation Sequencing (NGS) 
Para um segundo mapeamento, realizamos uma nova estratégia, diferente da 
utilizada no primeiro caso. Nesse caso, primeiramente realizamos um cruzamento entre a 
linhagem de laboratório S288c (FLO8::KanMX4 FLO1::HphMX4), nomeada como ARY157, 
com a linhagem industrial JAY291 (FLO8 flo1∆).  
Selecionamos 217 tétrades completas do híbrido resultante (ARY161), ou seja, que 
possuíam os quatro haploides da tétrade viáveis e que também possuíam segregação 2:2 
tanto para resistência à higromicina, quanto para resistência à geneticina (dois esporos 
cresciam em meio contendo geneticina e dois esporos cresciam em meio contendo 
higromicina), totalizando 868 indivíduos segregantes haploides F2. A observação do 
crescimento nas placas YPD contendo higromicina e YPD contendo geneticina foi realizada 








Figura 10 – Nova população para mapeamento. Primeiramente foi realizado um cruzamento entre a linhagem 
S288c/ARY157 (FLO8::KanMX4 FLO1::HphMX4) e JAY291 (FLO8 flo1∆), gerando o híbrido ARY161. 217 tétrades 
completas de ARY161 foram selecionadas e 868 indivíduos haploides F2 analisados fenotipicamente. Somente linhagens 





O próximo passo foi analisar o fenótipo de cada um dos 868 indivíduos e classificá-
los como floculante ou não floculante. Com esse intuito, amostras de cada indivíduo 
foram inoculadas separadamente em tubos contendo 5 ml de meio líquido YPD. O tipo de 
crescimento em meio líquido (floculante/não floculante) foi observado e classificado após 
dois dias de crescimento em estufa a 30°C e rotação a 120 rpm. Essa classificação ocorreu 
a partir de observação das células a olho nu, logo após vortexar os tubos por um tempo 
aproximado entre 5 e 10 segundos. A classificação ocorreu por comparação das linhagens 
quanto ao tempo de sedimentação após a retirada do tubo do vórtex. Para essa 
classificação, as linhagens foram divididas em três grupos diferentes: não floculantes, 
floculantes e as mais floculantes, que sedimentavam logo após a retirada do tubo do 
vórtex. Para as linhagens floculantes, não somente sedimentavam mais rapidamente do 
que as não floculantes, como também foi observada a formação de flocos, típicos do 
fenômeno e que não ocorre em linhagens não floculantes.  
Para o sequenciamento e mapeamento, somente os indivíduos portadores do 
marcador HphMX4-FLO1 foram selecionados e então sequenciados em “bulks” e não 
individualmente como ocorreu no mapeamento preliminar realizado nesse trabalho. Para 
a realização do BSA-Seq, realizamos uma nova classificação dos indivíduos, dividindo-os 
em dois grupos para sequenciamento. 
O primeiro grupo continha somente os indivíduos não floculantes e resistentes à 
higromicina (Grupo 1). Já o segundo grupo, possuía os indivíduos mais floculantes, ou 




Cada segregante cresceu individualmente YPD liquido por três dias a 30°C e 120 
rpm. Foi então coletada a mesma quantidade de cultura de cada indivíduo selecionado, 
imediatamente após vortexar e colocado em um Erlenmeyer para mistura das culturas dos 
indivíduos de cada grupo. Foram utilizados dois recipientes Erlenmeyer, um para cada 
grupo de sequenciamento, cada um contendo uma barra magnética para mistura. Cada 
Erlenmeyer foi mantido em gelo até completarmos o inóculo de todas as amostras 
pertencentes ao grupo. Após a agitação com barra magnética por 15 minutos, amostras 
do conteúdo total foram transferidas para tubos de 15 ml, aos quais foram centrifugados, 
os sobrenadantes descartados e os pellets foram utilizados para a extração de DNA. 
O sequenciamento ocorreu em “Illumina HiSeq 2000” (2x 100pb), na “University of 
North Carolina at Chapel Hill”, Chapel Hill, Carolina do Norte, Estados Unidos, e cada 
amostra de DNA, representando um grupo (pool) de indivíduos segregantes F2 
selecionados, foi sequenciada individualmente em uma calha (lane), com o intuito de se 
obter a máxima qualidade dos dados em cada grupo. 
As sequências geradas foram analisadas pelo programa “CLC Genomics 
Workbench” e os “reads” gerados pelo sequenciamento foram mapeados no genoma da 
linhagem de laboratório S288c, disponível no banco de dados “SGD”. 
As frequências alélicas, ou as porcentagens de alelos herdados de cada parental, 
S288c e JAY291, foram calculadas em cada posição dos 40.000 SNPs existentes entre a 
linhagem de laboratório S288c e a industrial JAY291. 
As estatísticas para validarmos os dados gerados pelo mapeamento em BSA-Next 




calculadas pelo professor Dr. Paul Magwene, da “Duke University”, localizada em Durham, 
Carolina do Norte, Estados Unidos, conforme metodologia descrita em seu artigo 
(Magwene et al. 2011). Foram calculadas as estatísticas para os dados gerados em cada 
“bulk” individualmente e também do “bulk” não floculante (Grupo 1) versus o “bulk” 
floculante (Grupo 2). Para analisarmos os loci associados e posteriormente genes 
candidatos e relacionados ao fenótipo, utilizamos os dados de comparação estatística de 
um grupo versus o outro: Grupo 1 (não floculantes e resistentes a higromicina) versus 
Grupo 2 (floculantes e resistentes a higromicina). 
RESULTADOS 
Mapeamento genômico preliminar 
Dadas às primeiras observações descritas na introdução desse capítulo, realizamos 
um mapeamento preliminar com o intuito de localizarmos regiões que co-segregam com o 
fenótipo de floculação e controlam o fenótipo não floculante de JAY291. Para isso, 
primeiramente selecionamos oito entre os dezenove indivíduos F2 floculantes e 
realizamos o sequenciamento completo de seus genomas a uma cobertura relativamente 
baixa (77x). Os genomas dos oito indivíduos foram mapeados no genoma referência da 
linhagem de laboratório S288c e seus genótipos foram interrogados em aproximadamente 
40.000 posições de SNPs existentes entre a linhagem de laboratório S288c e a linhagem 
industrial JAY291. 
Pela previsão da taxa fenotípica, nossa expectativa era de encontrarmos três 




regiões que estavam presentes nos genomas de todos os indivíduos floculantes, sendo 
herdadas de S288c ou JAY291 (Figura 4).  
Através da comparação entre os genótipos dos oito indivíduos encontramos cinco 
regiões candidatas que co-segregavam com o fenótipo de floculação. A primeira região 
estava localizada no Cromossomo I, com 8,2 kb (185626-193823 pb); a segunda,  
localizada no Cromossomo V, possuía 112 kb (342715-454722 pb); a terceira estava 
localizada no Cromossomo VII, com 9,8 kb (971314-981052 pb); a quarta no Cromossomo 
XII, com 1,8 kb (981506-983258 pb) e a quinta região candidata, estava localizada no 
Cromossomo XV, contendo 10,5 kb (226291-236809 pb). Os números apresentados entre 
parênteses correspondem às posições dos marcadores SNPs no genoma da linhagem 
JAY291. 
Analisando essas regiões no genoma da linhagem S288c (SGD), a região candidata 
localizada no Cromossomo I está na ponta direita a partir do gene SWH1 e o último 
marcador está em FLO1. Já a região candidata do Cromossomo V, corresponde à região 
que vai do gene TSC11 ao gene LSM5. Para a região candidata localizada no Cromossomo 
VII, temos os genes de TNA1 a MES1. Já para o Cromossomo XII, temos uma região de 
ponta direita a partir do gene NBP1, com último marcador em GAB1. Finalmente, a região 
candidata localizada no Cromossomo XV, compreende a região que vai do gene SPE2 ao 
gene YOL047C.  
O número de regiões candidatas encontradas, acima do esperado, poderia ser 
devido ao baixo número de indivíduos analisados e, por isso, estavam co-segregando com 




fenótipo. Por esse motivo, resolvemos aumentar o número de segregantes analisados, 
aumentando consequentemente a população F2 e observando os fenótipos dos novos 
segregantes. Dessa vez, selecionamos mais quarenta tétrades completas do híbrido 
JAY361, resultando em 160 indivíduos F2 segregantes adicionais para análise. Dos 160 
novos indivíduos analisados, 16 eram floculantes e 144 não floculantes, novamente uma 
proporção fenotípica de 1:8.  
Resumindo, primeiramente analisamos 120 indivíduos F2, onde 19 eram 
floculantes. Em uma segunda análise, de 160 haploides segregantes, 16 eram floculantes. 
Somando-se o número total de indivíduos analisados, temos uma população F2 de 280 
haploides, sendo 35 floculantes. No número total também temos novamente, a proporção 
fenotípica de 1:8 floculantes para não floculantes, esperada para uma característica 
controlada por três genes não ligados. 
Genotipagem adicional por PCR-RFLP: refinando o mapeamento 
Para uma segunda análise, selecionamos os 16 indivíduos floculantes, da 
população F2 adicional de 160 indivíduos, para genotiparmos as cinco regiões candidatas 
encontradas no mapeamento preliminar, para validar regiões verdadeiramente associadas 
ao fenótipo. 
Essa genotipagem dessa vez não ocorreu pelo sequenciamento completo dos 
genomas dos segregantes, mas sim através da técnica PCR-RFLP. Assim, selecionamos 
SNPs localizados nas regiões candidatas que criavam sítios de restrição específicos para 
somente em um dos parentais, ou seja, específicos ou para a linhagem de laboratório 




PCR naquela região, seguido de reação de digestão com enzimas de restrição, teríamos 
um parental com digestão do fragmento amplificado, um parental onde a digestão não 
ocorria e o híbrido, com os dois padrões de banda no gel, apresentando um fragmento 
digerido e um fragmento não digerido. 
Para a região candidata localizada no Cromossomo I, a enzima de restrição SacII 
possui digestão específica para S288c. Da mesma forma, para a região candidata 
encontrada no Cromossomo VII, a enzima de restrição SspI também possui digestão 
específica para S288c. Já para a região candidata encontrada no Cromossomo XII, a 
enzima SspI tem digestão específica para JAY291 e finalmente, para a região localizada no 
Cromossomo XV, a enzima HinfI possui digestão específica para S288c.  
Conforme esperado, quando havia o sítio de restrição presente no fragmento de 
aproximadamente 600 pb amplificado do genoma dos parentais, híbrido e floculantes 
analisados, a digestão resultava em dois fragmentos, um de aproximadamente 200 pb e 
outro de aproximadamente 400 pb. O híbrido apresentou as três bandas, correspondentes 
aos três fragmentos, um de 600 pb, não digerido, herdado do parental que não possui o 
sítio de restrição e os outros dois, de 200 e 400 pb,  resultantes da digestão do fragmento 
herdado do parental que possui o sítio para a enzima. 
Os resultados mostraram que duas das cinco regiões candidatas estavam 
associadas com o fenótipo floculante. Já sabíamos que uma dessas regiões correspondia 
ao gene FLO8, regulador global do fenômeno de floculação, pela co-segregação do alelo 
funcional de JAY291 em toda a primeira progênie F2 floculante de 19 indivíduos (Figura 




O gene FLO8 está localizado na região do Cromossomo V encontrada no mapeamento 
genômico. 
 
Figura 11 - Co-segregação do alelo funcional FLO8 (JAY291) na progênie F2 floculante. A linhagem S288c possui uma 
mutação nonsense no gene FLO8 (flo8-1), ligada a outro SNP que cria um sítio de restrição específico para a enzima SalI. 
Essa enzima não digere o fragmento de JAY291 (FLO8). Todos os dezenove haploides floculantes herdaram o alelo FLO8 
funcional de JAY291. Marcador de peso molecular “Hypperladder I” (1 kb) Bioline (M). 
Das outras quatro regiões candidatas, analisadas na progênie F2 adicional de 
dezesseis indivíduos, uma delas co-segregava com o fenótipo floculante dos segregantes, 
a localizada no Cromossomo I.  Quinze dos dezesseis indivíduos floculantes apresentaram 
o mesmo padrão de banda do parental S288c, indicando que todos possuem essa região 
herdada da linhagem de laboratório. Apenas um indivíduo apresentou o padrão da 
linhagem de laboratório JAY291, indicando provavelmente a ocorrência de um crossing-





Figura 12 - Genotipagem de quatro regiões candidatas em dezesseis indivíduos F2 floculantes adicionais por PCR-RFLP.  
Géis de agarose com amostras de reação de PCR, após digestão com enzimas de restrição. A região localizada no 
Cromossomo I está ligada ao fenótipo, com co-segregação do alelo FLO1 de S288c na progênie floculante. As outras 
regiões, localizadas nos Cromossomos VII, XII e XV não estão ligadas ao fenótipo floculante dos indivíduos. Marcador de 
peso molecular “Hypperladder I” (1 kb) Bioline (M). 
 A análise das outras três regiões candidatas nos dezesseis segregantes floculantes 
mostrou que não estavam associadas com o fenótipo. A região candidata analisada no 
Cromossomo XII mostra exatamente a frequência esperada para regiões não associadas, 
50% ou oito indivíduos possuem a região herdada de S288c e os outros oito indivíduos 
possuem a região herdada de JAY291. Os padrões de herança apresentados para as 
regiões localizadas nos Cromossomos VII e XV também mostraram que essas duas não 
estão associadas com o fenótipo floculante dos dezesseis indivíduos analisados (Figura 
12). 
A região que co-segrega com o fenótipo floculante corresponde ao final do braço 
direito do Cromossomo I e analisando-a no genoma da linhagem S288c, através das 




um dos principais genes já descritos que controla a característica floculante de linhagens 
de levedura. 
Portanto, os resultados gerados pelo primeiro mapeamento mostraram que todos 
os segregantes floculantes possuíam FLO8 herdado da linhagem industrial JAY291 e o 
FLO1 herdado linhagem de laboratório S288c (Figura 13). 
 
Figura 13 - Regiões associadas com floculação. Refinando o mapeamento PCR-RFLP, validamos duas dentre as cinco 
regiões candidatas relacionadas com o fenótipo floculante dos indivíduos. Todos os dezesseis esporos da segunda 
progênie F2 herdaram o alelo FLO8 de JAY291 e o alelo FLO1 de S288c, mostrando que essas regiões estão 
verdadeiramente associadas à floculação. As outras três regiões candidatas encontradas nos dados de sequenciamento 
foram apenas coincidência e não estão associadas com o fenótipo. 
FLO1 nos genomas de S888c e JAY291  
Vimos que o fenótipo floculante dependia da presença do alelo funcional Flo8p da 
linhagem industrial JAY291. A linhagem de laboratório S288c possui uma mutação 
nonsense flo8-1, que o torna inativo (Liu et al. 1996).   
Também foi observado que o fenótipo era dependente da presença do alelo FLO1 
da linhagem de laboratório. O gene FLO1 está localizado em uma região subtelomérica do 






Figura 14 – Gene FLO1 no genoma de S288c. No genoma de S288c, disponível em SGD (Saccharomyces Genome 
Database), o gene FLO1 está localizado em uma região subtelomérica, na ponta direita do Cromossomo I. 
Com essa observação, o próximo passo foi analisar o gene FLO1 no genoma da 
linhagem industrial PE-2. Realizamos uma busca por esse alelo no genoma de JAY291 e 
surpreendentemente, observamos que ele não está presente nessa linhagem, explicando 
o resultado obtido pelo mapeamento genômico e genotipagem por PCR-RFLP. 
Após avaliarmos as sequências genômicas de JAY291 e constatarmos que esta não 
apresentava o alelo FLO1, testamos ainda por PCR a amplificação ou não amplificação de 
uma região localizada a aproximadamente 2790 pb proximal ao FLO1, que sabíamos que a 
linhagem JAY291 já não possuía em seu genoma. O resultado do PCR ocorreu conforme 
esperado, com amplificação da região (~1793 pb) para S288c e híbrido JAY361 e não 






Figura 15 – Gene FLO1 no genoma de JAY291. Após constatarmos que o gene FLO1 não está presente no genoma de 
JAY291 pela análise de suas sequências, testamos por PCR a amplificação de uma região distal ao FLO1 no genoma de 
S228c, a não amplificação no genoma de JAY291 e amplificação para o híbrido entre as duas linhagens JAY361. A região 
amplificada tem aproximadamente 1793 pb. Marcador de peso molecular “Hypperladder I” (1 kb) Bioline (M). 
Os resultados mostraram que a presença de alelos funcionais dos genes FLO1 e 
FLO8 é necessária para que a floculação ocorra. Porém, o híbrido JAY361, resultante do 
cruzamento de S288c e JAY291 possui esses alelos e não flocula, indicando que há pelo 
menos mais um gene controlando o fenótipo. Esse poderia ser o terceiro gene previsto 
pela proporção fenotípica inicialmente. 
Mapeamento genômico em “bulks”  
No mapeamento realizado preliminarmente, esperávamos encontrar três genes 
não ligados associados com floculação. Porém, somente dois genes foram de fato 
encontrados, FLO1 e FLO8. Vimos também que esses dois genes são necessários para que 
a floculação ocorra, mas não suficientes, indicando que há pelo menos mais um gene 




Construímos então, uma nova estratégia de mapeamento, onde todos os 
segregantes a serem analisados teriam presentes em seus genomas o gene FLO8 de 
JAY291 e o gene FLO1 de S288c, facilitando a identificação de outras regiões também 
associadas ao fenótipo. Com esse objetivo, construímos uma linhagem S288c com FLO8 
funcional e FLO1 marcado. Assim, realizando um novo cruzamento da linhagem S288c 
construída com a linhagem JAY291 (FLO8 flo1∆) todos os segregantes teriam o FLO8 
funcional e poderíamos selecionar àqueles com o gene FLO1 herdado de S288c, através da 
marca de seleção. Também aumentamos significativamente o número de indivíduos 
analisados e isso pôde ser realizado através do sequenciamento e mapeamento genômico 
em “bulks”.  
Construção do plasmídeo pAR2 
Para reparo do alelo mutado flo8-1 em S288c, construímos um plasmídeo, 
designado pAR2, contendo sequências parciais do alelo funcional FLO8 de JAY291 e marca 
de seleção, de resistência ao antibiótico geneticina (KanMX4). O plasmídeo final obtido 
tem 5810 pb. Sua construção está descrita em “materiais e métodos” desse capítulo e 
ilustrada na Figura 6. 
Construção de uma linhagem S288c FLO8 
Primeiramente, foram deletadas sequências parciais do gene FLO8 na linhagem de 
laboratório S288c (JAY479) através da recombinação homóloga do cassete HphMX4-FLO8. 
Esse cassete contém o gene de resistência a higromicina (HphMX4), homologia de 42 
bases de cada lado flanqueando o locus alvo e foi amplificado como um fragmento de 1,6 




A confirmação da inserção do cassete HphMX4-FLO8 ocorreu por PCR, após 
seleção em meio contendo o antibiótico higromicina, com um primer interno ao cassete 
(JAO15) e um primer externo à integração (ARO90), como mostra a Figura 7. O fragmento 
esperado de aproximadamente 280 pb foi amplificado, confirmando a integração. A 
linhagem obtida, com deleção parcial de FLO8 pela inserção do cassete HphMX4-FLO8 foi 
denominada ARY153. 
A seguir, o fragmento de 3,3 kb gerado após digestão do plasmídeo pAR2 com as 
enzimas de restrição SacII e XmaI foi inserido no genoma da linhagem ARY153.  A 
homologia para integração de pAR2 ocorreu entre sequências do gene FLO8 da linhagem 
ARY153 e do plasmídeo pAR2 e entre sequências do plasmídeo e o cassete HphMX4-FLO8, 
como mostra a Figura 8. Portanto, a integração de pAR2 remove sequências do cassete 
HphMX4-FLO8 e consequentemente a linhagem transformada passa a ser sensível à 
higromicina (gene de resistência estava presente no cassete HphMX4-FLO8) e resistente à 
geneticina (gene de resistência presente no plasmídeo pAR2). 
Após seleção em meios contendo os antibióticos higromicina e geneticina, a 
integração de pAR2 foi confirmada por PCR, com amplificação pelos primers ARO82 
(homologia interna ao gene KanMX4 de pAR2) e ARO92 (homologia interna do gene FLO8 







Figura 16 – Confirmação da integração de pAR2 no genoma de S288c/ARY153 (flo8∆::HphMX4) por PCR. A integração 
de pAR2, contendo sequências parciais do alelo funcional FLO8 de JAY291 e marca de seleção, de resistência ao 
antibiótico geneticina (KanMX4) no genoma de ARY153 repara o defeito flo8-1 de S288c e a linhagem passa a ter um 
alelo funcional FLO8. A amplificação realizada com primers ARO82 (homologia interna ao gene KanMX4 de pAR2) e 
ARO92 (homologia interna do gene FLO8 e externa à integração de pAR2) gera um fragmento de aproximadamente 
2460 pb. Além disso, a linhagem S888c/ARY156 (FLO8::KanMX4) agora é floculante. Controle negativo de amplificação 
com DNA de ARY153 (CN). Marcador de peso molecular “Hypperladder I” (1 kb) Bioline (M). 
A inserção de pAR2 no genoma de ARY153 repara o gene FLO8 da linhagem de 
laboratório e a linhagem obtida ARY156 passa a ser floculante (Flo8p funcional) (Figura 1b 
-  Introdução Geral). O reparo do gene FLO8 em S288c leva a uma linhagem floculante (Liu 
et al. 1996).  
Inserção de um marcador de seleção ligado ao gene FLO1 de S288c  
O próximo passo foi inserir um marcador de seleção, chamado de cassete 
HphMX4-FLO1, em uma região distal ao gene FLO1 da linhagem S288c, que agora é 
floculante (linhagem ARY156). A realização dessa etapa foi importante para futura seleção 
de linhagens F2 segregantes que herdaram o FLO1 funcional da linhagem de laboratório, 
após novo cruzamento da mesma com a linhagem industrial JAY291, que não possui esse 
alelo. O cassete HphMX4-FLO1 foi desenvolvido e amplificado de pAG32 como um 
fragmento de 1,8 kb, conforme descrito em “materiais e métodos”. A inserção do cassete 




Após seleção dos transformantes em meio contendo o antibiótico higromicina e 
em meio contendo o antibiótico geneticina (candidatos resistentes a ambos), realizamos 
uma reação de PCR para confirmar a integração do cassete HphMX4-FLO1. Os primers 
ARO117, externo ao local alvo e à integração do cassete e JAO15, interno ao plasmídeo 
pAG32 e ao cassete amplificado, foram utilizados para essa confirmação (Figura 9). 
Como os genes FLO1, FLO5 e FLO9 possuem altas similaridades entre si, incluindo 
suas regiões distais, selecionamos um sítio de restrição exclusivo da região alvo para 
realizarmos o PCR e analisarmos a inserção correta do cassete HphMX4-FLO1 distal ao 
gene FLO1 e não aos outros dois genes. Assim, primeiramente realizamos um PCR (primers 
ARO117-JAO15) com DNA dos transformantes candidatos e após amplificação, os 
fragmentos gerados de aproximadamente 600 pb foram submetidos à uma reação de 
digestão com a enzima de restrição TaqI. Se a inserção estivesse correta, ou seja, na 
região de FLO1 e não de FLO5 ou FLO9, o transformante deveria apresentar, após digestão 
com TaqI, duas bandas diagnósticas, uma de 109 pb e outra de 183 pb, além de outras 
bandas comuns às três regiões (dez sítios de restrição esperados para região distal ao 
gene FLO1). Se a inserção não estivesse correta, o fragmento teria apenas nove sítios de 
restrição para a enzima TaqI e apresentaria uma banda maior diagnóstica, não digerida, 
de aproximadamente 300 pb (284 pb para FLO5 ou 292pb para FLO9), além das outras 
menores em comum com a região distal ao gene FLO1 (Figura 17a). 
Dos dez candidatos avaliados por PCR-RFLP, quatro apresentaram o padrão de 
restrição esperado para inserção do cassete no local desejado, distal ao gene FLO1, 




apresentaram a banda de tamanho aproximado de 300 pb, indicando que a inserção não 
ocorreu no local esperado (Figura 17b).  
 
Figura 17 - Confirmação da integração do cassete HphMX4-FLO1 por PCR-RFLP. Os genes FLO1, FLO5 e FLO9 possuem 
altas similaridades entre suas sequências. Para confirmação da inserção de marca de resistência ao antibiótico 
higromicina 200 pb distal a FLO1, selecionamos um sítio de restrição para a enzima TaqI (seta), específico de FLO1, 
localizado na região alvo. Realizamos o PCR com os primers JAO15 (interno ao cassete) e ARO117 (externo à integração 
do cassete), seguido de reação de digestão com a enzima TaqI. O fragmento de interesse possui dez sítios de restrição 
para a enzima, enquanto que se o cassete fosse inserido nas regiões distais aos genes FLO5 e FLO9, os produtos das 
amplificações teriam apenas nove sítios (A). Em B, gel de agarose 2,5% com amostras de reação de PCR descrita em (A) 
realizada para dez candidatos, após restrição com enzima TaqI. Dos dez candidatos testados, quatro (1, 6, 8 e 9) 
apresentaram as bandas esperadas de aproximadamente 109 e 183 pb. Os outros candidatos não tiveram a inserção no 





Após a pré-seleção de dois candidatos pelo padrão de restrição, os produtos 
gerados pelas amplificações realizadas em duas reações diferentes, uma com os primers 
ARO117 (homologia externa distal à inserção) - JAO15 (homologia interna ao cassete) e 
outra com os primers ARO116 (homologia externa proximal à inserção) - JAO14 
(homologia interna ao cassete) foram sequenciados. O sequenciamento dessas regiões 
confirmou a inserção do cassete no local esperado, a aproximadamente 200 pb distal ao 
gene FLO1. A linhagem S288c floculante, com FLO8 reparado e marca de seleção HphMX4 
ligada ao gene FLO1 foi designada como ARY157.  
Nova população F2 segregante para análise  
Para encontrarmos o terceiro gene associado ao fenótipo de floculação, a nova 
linhagem desenvolvida e derivada da linhagem de laboratório S288c, ARY157 
(FLO8::KanMX4  FLO1::HphMX4), foi cruzada com a linhagem industrial JAY291 (FLO8 
flo1∆). O híbrido resultante não floculante foi chamado ARY161. A esporulação e 
consequente dissecção de tétrades de ARY161 resultaram em uma nova população F2 
segregante (Figura 10).  
Analisamos os fenótipos de 868 indivíduos segregantes haploides F2 de ARY161. 
Dos 868 indivíduos analisados, 434 possuíam resistência a higromicina, portanto possuíam 
FLO1 herdado da linhagem S288c (ARY157), além do FLO8 funcional, seja herdado de 
JAY291 ou de ARY157. Desses, 200 indivíduos foram classificados como floculantes e 198 
como não floculantes (Tabela 3), uma relação fenotípica de 1:1, esperada para uma 
característica controlada por um único gene. Esse gene poderia ser o terceiro fator que 




esperados pela proporção fenotípica de 1:8 encontrada na população F2 segregante do 
mapeamento preliminar, sendo que já tínhamos encontrado FLO1 e FLO8 como 
relacionados ao fenótipo). 
Tabela 3 - Fenótipo observado na população F2 segregante do cruzamento de S288c (FLO8::KanMX4 FLO1::HphMX4) e 
JAY291 (FLO8 flo1∆). 
Fenótipo observado 
Número de indivíduos 
Resistentes à Higromicina Sensíveis à Higromicina 
Floculantes 200 35 
Não floculantes 198 384 
Indeterminado 36 15 




Porém, dentre os indivíduos floculantes, novamente pudemos perceber uma 
significante diferença quanto ao grau de floculação, sendo que algumas linhagens 
apresentavam sedimentação imediata após a retirada do tubo do vórtex e outras levavam 
um tempo relativo maior para sedimentação. 
Nossa hipótese era de que FLO1, FLO8 e o terceiro gene esperado poderiam atuar 
sobre o componente discreto de herança da característica, controlando se a linhagem era 
floculante ou não. Por outro lado, existia também o componente quantitativo, contendo 
genes com efeito menor sobre a característica, que poderiam ser também atuantes sobre 
a variação no grau de floculação entre os segregantes. 
Para o novo sequenciamento e mapeamento em “bulks”, selecionamos 149 
indivíduos não floculantes e resistentes ao antibiótico higromicina como o primeiro “pool” 
de indivíduos (Grupo 1). Para o segundo “pool” (Grupo 2), selecionamos linhagens que 




classificados como floculantes e resistentes à higromicina, resultando em um total de 50 
haploides mais floculantes (Figura 18). 
 
Figura 18 – Ilustração dos dois “bulks” sequenciados. Dentre a população F2 segregante entre o cruzamento de S288c e 
JAY291, selecionamos os indivíduos portadores do marcador de resistência à higromicina (FLO1-HphMX4) e dividimos 
em dois “bulks” para sequenciamento: 149 indivíduos não floculantes (Grupo 1) e 50 indivíduos mais floculantes (Grupo 
2). 
 O sequenciamento foi realizado em equipamentos de última geração, conforme 
descrito em “materiais e métodos”, gerando coberturas médias, baseadas no 
mapeamento dos reads, de 486x para o primeiro grupo (não floculantes; resistentes à 
higromicina) e 891x para o segundo grupo (floculantes; resistentes à higromicina). 
 Para avaliarmos os resultados de sequenciamento, os reads gerados foram 
mapeados no genoma referência da linhagem S288c (disponível em SGD) e analisamos as 
frequências alélicas parentais S288c ou JAY291 nas sequências de cada “bulk”. Loci que 
afetam a característica em estudo mostram um enriquecimento para um dos parentais em 
cada grupo, enquanto que loci não ligados possuem segregação uniforme (Edwards and 





Figura 19 - Gráfico hipotético representando o mapeamento. A frequência alélica (%) herdada de um parental “A” ou 
“B” (eixo “y”) é avaliada ao longo de cada cromossomo (“eixo x”) onde estão localizadas as posições dos SNPs. Loci que 
afetam a característica em estudo mostram um enriquecimento de alelos para um dos parentais (seta). 
Mapeamento genômico: Frequência alélica parental X Posição 
cromossômica (SNP) 
As próximas figuras representam os resultados do mapeamento genômico, 
gerados pela análise gráfica das frequências alélicas parentais ao longo dos dezesseis 
cromossomos. Pelo número de SNPs avaliados, temos aproximadamente um SNP a cada 
300 pb. Cada figura corresponde a análise de cada cromossomo individualmente, 
mostrando os dados gerados para o Grupo 1 (não floculantes e resistentes à higromicina) 
e para o Grupo 2 (50 mais floculantes e resistentes à higromicina). 
Analisando graficamente os resultados, temos no “eixo x” as posições dos SNPs ao 
longo dos cromossomos e no “eixo y” a frequência alélica (%) parental S288c-ARY157 










Figura 20 - Mapeamento genético de loci envolvidos com floculação através de sequenciamento genômico – 
Cromossomo I. Haploides F2 segregantes de um cruzamento de S288c (FLO8::KanMX4 FLO1::HphMX4) e JAY291 (FLO8 
flo1∆) foram analisados fenotipicamente e indivíduos FLO1:HphMX4  divididos em dois “bulks”: não floculantes (Grupo 
1) e floculantes (Grupo 2) e sequenciados. As frequências alélicas dos parentais S288c (linha azul) e JAY291 (linha 
vermelha) foram interrogadas em aproximadamente 40.000 SNPs existentes entre as duas linhagens, em sequências de 
cada “bulk” (pool de indivíduos), que foram plotadas sobre posições cromossomais. Desvios significativos em relação à 










Figura 21 - Mapeamento genético de loci envolvidos com floculação através de sequenciamento genômico – 
Cromossomo II. Haploides F2 segregantes de um cruzamento de S288c (FLO8::KanMX4 FLO1::HphMX4) e JAY291 (FLO8 
flo1∆) foram analisados fenotipicamente e indivíduos FLO1:HphMX4  divididos em dois “bulks”: não floculantes (Grupo 
1) e floculantes (Grupo 2) e sequenciados. As frequências alélicas dos parentais S288c (linha azul) e JAY291 (linha 
vermelha) foram interrogadas em aproximadamente 40.000 SNPs existentes entre as duas linhagens, em sequências de 
cada “bulk” (pool de indivíduos), que foram plotadas sobre as posições cromossomais. Desvios significativos em relação 










Figura 22 - Mapeamento genético de loci envolvidos com floculação através de sequenciamento genômico – 
Cromossomo III. Haploides F2 segregantes de um cruzamento de S288c (FLO8::KanMX4 FLO1::HphMX4) e JAY291 (FLO8 
flo1∆) foram analisados fenotipicamente e indivíduos FLO1:HphMX4  divididos em dois “bulks”: não floculantes (Grupo 
1) e floculantes (Grupo 2) e sequenciados. As frequências alélicas dos parentais S288c (linha azul) e JAY291 (linha 
vermelha) foram interrogadas em aproximadamente 40.000 SNPs existentes entre as duas linhagens, em sequências de 
cada “bulk” (pool de indivíduos), que foram plotadas sobre as posições cromossomais. Desvios significativos em relação 












Figura 23 - Mapeamento genético de loci envolvidos com floculação através de sequenciamento genômico – 
Cromossomo IV. Haploides F2 segregantes de um cruzamento de S288c (FLO8::KanMX4 FLO1::HphMX4) e JAY291 (FLO8 
flo1∆) foram analisados fenotipicamente e indivíduos FLO1:HphMX4  divididos em dois “bulks”: não floculantes (Grupo 
1) e floculantes (Grupo 2) e sequenciados. As frequências alélicas dos parentais S288c (linha azul) e JAY291 (linha 
vermelha) foram interrogadas em aproximadamente 40.000 SNPs existentes entre as duas linhagens, em sequências de 
cada “bulk” (pool de indivíduos), que foram plotadas sobre as posições cromossomais. Desvios significativos em relação 










Figura 24 - Mapeamento genético de loci envolvidos com floculação através de sequenciamento genômico – 
Cromossomo V. Haploides F2 segregantes de um cruzamento de S288c (FLO8::KanMX4 FLO1::HphMX4) e JAY291 (FLO8 
flo1∆) foram analisados fenotipicamente e indivíduos FLO1:HphMX4  divididos em dois “bulks”: não floculantes (Grupo 
1) e floculantes (Grupo 2) e sequenciados. As frequências alélicas dos parentais S288c (linha azul) e JAY291 (linha 
vermelha) foram interrogadas em aproximadamente 40.000 SNPs existentes entre as duas linhagens, em sequências de 
cada “bulk” (pool de indivíduos), que foram plotadas sobre as posições cromossomais. Desvios significativos em relação 










Figura 25 - Mapeamento genético de loci envolvidos com floculação através de sequenciamento genômico – 
Cromossomo VI. Haploides F2 segregantes de um cruzamento de S288c (FLO8::KanMX4 FLO1::HphMX4) e JAY291 (FLO8 
flo1∆) foram analisados fenotipicamente e indivíduos FLO1:HphMX4  divididos em dois “bulks”: não floculantes (Grupo 
1) e floculantes (Grupo 2) e sequenciados. As frequências alélicas dos parentais S288c (linha azul) e JAY291 (linha 
vermelha) foram interrogadas em aproximadamente 40.000 SNPs existentes entre as duas linhagens, em sequências de 
cada “bulk” (pool de indivíduos), que foram plotadas sobre as posições cromossomais. Desvios significativos em relação 










Figura 26 - Mapeamento genético de loci envolvidos com floculação através de sequenciamento genômico – 
Cromossomo VII. Haploides F2 segregantes de um cruzamento de S288c (FLO8::KanMX4 FLO1::HphMX4) e JAY291 (FLO8 
flo1∆) foram analisados fenotipicamente e indivíduos FLO1:HphMX4  divididos em dois “bulks”: não floculantes (Grupo 
1) e floculantes (Grupo 2) e sequenciados. As frequências alélicas dos parentais S288c (linha azul) e JAY291 (linha 
vermelha) foram interrogadas em aproximadamente 40.000 SNPs existentes entre as duas linhagens, em sequências de 
cada “bulk” (pool de indivíduos), que foram plotadas sobre as posições cromossomais. Desvios significativos em relação 










Figura 27 - Mapeamento genético de loci envolvidos com floculação através de sequenciamento genômico – 
Cromossomo VIII. Haploides F2 segregantes de um cruzamento de S288c (FLO8::KanMX4 FLO1::HphMX4) e JAY291 
(FLO8 flo1∆) foram analisados fenotipicamente e indivíduos FLO1:HphMX4  divididos em dois “bulks”: não floculantes 
(Grupo 1) e floculantes (Grupo 2) e sequenciados. As frequências alélicas dos parentais S288c (linha azul) e JAY291 (linha 
vermelha) foram interrogadas em aproximadamente 40.000 SNPs existentes entre as duas linhagens, em sequências de 
cada “bulk” (pool de indivíduos), que foram plotadas sobre as posições cromossomais. Desvios significativos em relação 










Figura 28 - Mapeamento genético de loci envolvidos com floculação através de sequenciamento genômico – 
Cromossomo IX. Haploides F2 segregantes de um cruzamento de S288c (FLO8::KanMX4 FLO1::HphMX4) e JAY291 (FLO8 
flo1∆) foram analisados fenotipicamente e indivíduos FLO1:HphMX4  divididos em dois “bulks”: não floculantes (Grupo 
1) e floculantes (Grupo 2) e sequenciados. As frequências alélicas dos parentais S288c (linha azul) e JAY291 (linha 
vermelha) foram interrogadas em aproximadamente 40.000 SNPs existentes entre as duas linhagens, em sequências de 
cada “bulk” (pool de indivíduos), que foram plotadas sobre as posições cromossomais. Desvios significativos em relação 










Figura 29 - Mapeamento genético de loci envolvidos com floculação através de sequenciamento genômico – 
Cromossomo X. Haploides F2 segregantes de um cruzamento de S288c (FLO8::KanMX4 FLO1::HphMX4) e JAY291 (FLO8 
flo1∆) foram analisados fenotipicamente e indivíduos FLO1:HphMX4  divididos em dois “bulks”: não floculantes (Grupo 
1) e floculantes (Grupo 2) e sequenciados. As frequências alélicas dos parentais S288c (linha azul) e JAY291 (linha 
vermelha) foram interrogadas em aproximadamente 40.000 SNPs existentes entre as duas linhagens, em sequências de 
cada “bulk” (pool de indivíduos), que foram plotadas sobre as posições cromossomais. Desvios significativos em relação 










Figura 30 - Mapeamento genético de loci envolvidos com floculação através de sequenciamento genômico – 
Cromossomo XI. Haploides F2 segregantes de um cruzamento de S288c (FLO8::KanMX4 FLO1::HphMX4) e JAY291 (FLO8 
flo1∆) foram analisados fenotipicamente e indivíduos FLO1:HphMX4  divididos em dois “bulks”: não floculantes (Grupo 
1) e floculantes (Grupo 2) e sequenciados. As frequências alélicas dos parentais S288c (linha azul) e JAY291 (linha 
vermelha) foram interrogadas em aproximadamente 40.000 SNPs existentes entre as duas linhagens, em sequências de 
cada “bulk” (pool de indivíduos), que foram plotadas sobre as posições cromossomais. Desvios significativos em relação 










Figura 31 - Mapeamento genético de loci envolvidos com floculação através de sequenciamento genômico – 
Cromossomo XII. Haploides F2 segregantes de um cruzamento de S288c (FLO8::KanMX4 FLO1::HphMX4) e JAY291 (FLO8 
flo1∆) foram analisados fenotipicamente e indivíduos FLO1:HphMX4  divididos em dois “bulks”: não floculantes (Grupo 
1) e floculantes (Grupo 2) e sequenciados. As frequências alélicas dos parentais S288c (linha azul) e JAY291 (linha 
vermelha) foram interrogadas em aproximadamente 40.000 SNPs existentes entre as duas linhagens, em sequências de 
cada “bulk” (pool de indivíduos), que foram plotadas sobre as posições cromossomais. Desvios significativos em relação 










Figura 32 - Mapeamento genético de loci envolvidos com floculação através de sequenciamento genômico – 
Cromossomo XIII. Haploides F2 segregantes de um cruzamento de S288c (FLO8::KanMX4 FLO1::HphMX4) e JAY291 
(FLO8 flo1∆) foram analisados fenotipicamente e indivíduos FLO1:HphMX4  divididos em dois “bulks”: não floculantes 
(Grupo 1) e floculantes (Grupo 2) e sequenciados. As frequências alélicas dos parentais S288c (linha azul) e JAY291 (linha 
vermelha) foram interrogadas em aproximadamente 40.000 SNPs existentes entre as duas linhagens, em sequências de 
cada “bulk” (pool de indivíduos), que foram plotadas sobre as posições cromossomais. Desvios significativos em relação 










Figura 33 - Mapeamento genético de loci envolvidos com floculação através de sequenciamento genômico – 
Cromossomo XIV. Haploides F2 segregantes de um cruzamento de S288c (FLO8::KanMX4 FLO1::HphMX4) e JAY291 
(FLO8 flo1∆) foram analisados fenotipicamente e indivíduos FLO1:HphMX4  divididos em dois “bulks”: não floculantes 
(Grupo 1) e floculantes (Grupo 2) e sequenciados. As frequências alélicas dos parentais S288c (linha azul) e JAY291 (linha 
vermelha) foram interrogadas em aproximadamente 40.000 SNPs existentes entre as duas linhagens, em sequências de 
cada “bulk” (pool de indivíduos), que foram plotadas sobre as posições cromossomais. Desvios significativos em relação 










Figura 34 - Mapeamento genético de loci envolvidos com floculação através de sequenciamento genômico – 
Cromossomo XV. Haploides F2 segregantes de um cruzamento de S288c (FLO8::KanMX4 FLO1::HphMX4) e JAY291 (FLO8 
flo1∆) foram analisados fenotipicamente e indivíduos FLO1:HphMX4  divididos em dois “bulks”: não floculantes (Grupo 
1) e floculantes (Grupo 2) e sequenciados. As frequências alélicas dos parentais S288c (linha azul) e JAY291 (linha 
vermelha) foram interrogadas em aproximadamente 40.000 SNPs existentes entre as duas linhagens, em sequências de 
cada “bulk” (pool de indivíduos), que foram plotadas sobre as posições cromossomais. Desvios significativos em relação 










Figura 35 - Mapeamento genético de loci envolvidos com floculação através de sequenciamento genômico – 
Cromossomo XVI. Haploides F2 segregantes de um cruzamento de S288c (FLO8::KanMX4 FLO1::HphMX4) e JAY291 
(FLO8 flo1∆) foram analisados fenotipicamente e indivíduos FLO1:HphMX4  divididos em dois “bulks”: não floculantes 
(Grupo 1) e floculantes (Grupo 2) e sequenciados. As frequências alélicas dos parentais S288c (linha azul) e JAY291 (linha 
vermelha) foram interrogadas em aproximadamente 40.000 SNPs existentes entre as duas linhagens, em sequências de 
cada “bulk” (pool de indivíduos), que foram plotadas sobre as posições cromossomais. Desvios significativos em relação 








Loci associados com o fenótipo floculante encontrados pelo mapeamento e 
validados estatisticamente 
Através dos estudos estatísticos realizados pela comparação dos dados obtidos 
pelo sequenciamento (frequências alélicas em cada posição cromossômica analisada – 
Figuras 20-35) do Grupo 1 versus o Grupo 2  encontramos treze loci geneticamente 
ligados ao fenótipo floculante (Figura 36).  
 
Figura 36 – Treze loci significantemente associados com floculação. A análise estatística (G-statistic) foi estimada por 
comparação entre os dados gerados pelos dois “bulks” sequenciados: Grupo 1 (não floculantes e resistentes à 
higromicina) versus Grupo 2 (floculantes e resistentes à higromicina). Os loci foram nomeados pelas letras de “A” a “L”. 
Em um dos picos localizados no Cromossomo XIII está o gene MSS11, fortemente associado com o fenótipo. Os números 
de 1 a 16 indicam cada um dos cromossomos (o começo e fim de cada cromossomo estão demarcados por linhas 
pontilhadas ao fundo da imagem). 
A seguir, os treze loci encontrados e nomeados de “A” a “L” e “MSS11” na Figura 
36 são apresentados na Tabela 4. Nessa tabela, na primeira coluna temos em qual 




posições dos SNPs do loci no genoma da linhagem JAY291; na terceira coluna temos a 
correspondência dessas regiões no genoma da linhagem S288c em genes (SGD); na quarta 
coluna são apresentadas as posições das regiões que possuem os valores máximos 
estatísticos (picos - G-statistic) e na última coluna os genes que estão localizados nesses 
picos no genoma de S288c (Tabela 4).  
 








Loci - Genoma S288c - 








picos - Genoma 
S288c - SGD 
 
  
      Cromossomo I: 
    
 
A 59192 a 73629 PTA1 a RBG1 
63783 a 
68062 
CDC24, CLN3 e 
CYC3 
      Cromossomo III: 










      Cromossomo V: 
    
 
C  1066 a 21393 








      Cromossomo VII: 
    
 





      Cromossomo VIII: 





SOL3 a YHR177W 
427086 a 
436458 
Entre SOL3 e 
SPC97 
  
Obs: sem marcador entre 412542 e 
427086 pb 
  
      Cromossomo XI: 
    
 





Logo abaixo, os loci encontrados são apresentados em outra tabela, onde 
levantamos genes candidatos para cada região, de acordo com funções ou fenótipos 
relacionados já descritos na literatura (Tabela 5).  
O principal gene encontrado nesse mapeamento foi o MSS11, que se mostrou 
fortemente associado com floculação. Esse gene está localizado no Cromossomo XIII e na 
população floculante (Grupo 2) quase 100% de alelos (~96%) foram herdados da linhagem 









445373 UFD4 a OSH6 
434455 a 
439258  
AUR1, MRP17 e 
DID4 
      
 
Cromossomo XII: 
    
 










395330 YPS3 a PDC5 
382360 a 
390970 DIP2 a CKI1 
      Cromossomo XIII: 













831907 DSS1 a PRC1 
825956 a 




      Cromossomo XV: 
    
 
K 33992 a 52813  ZPS1 a NOP8 
43801 a 








416213 HIR2 a RSB1 
401315 a 
413722 snR9 a RAT1 










Fenótipo/Função associados na literatura 
   
    Cromossomo I: 
  
 
A CLN3 Crescimento invasivo (Ryan et al. 2012) 









 Cromossomo VII: 
  
 
D KEL2 Pseudohifas (Ryan et al. 2012) 
    Cromossomo VIII: 
  
 
E THP2 Crescimento invasivo, pseudohifas (Ryan et al. 2012) 
  
MTG2 Crescimento invasivo, biofilme (Ryan et al. 2012) 






G DID4 Biofilme (Ryan et al. 2012) 
    Cromossomo XII: 
  
 
H  YLL058W Pseudohifas (Ryan et al. 2012) 
 
I ACE2 Separação celular (Capítulos 3 e 4 dessa tese) 
    Cromossomo XIII: 
  
 
MSS11 MSS11 Fator de transcrição de floculação (Bester et al. 2006) 
 
J  HER2 Biofilme, crescimento invasivo (Ryan et al. 2012) 
  
YMR295C Proteína de função desconhecida localizada 
   







L RAT1 Crescimento invasivo (Shively et al. 2013)  





Esse estudo revelou os três principais genes envolvidos com o fenótipo floculante 
de indivíduos segregantes do cruzamento entre a linhagem de laboratório S288c e a 
linhagem industrial PE-2/JAY291: FLO1, FLO8 e MSS11. 
FLO1 é o gene descrito como maior responsável por floculação em S. cerevisiae 
(Kobayashi et al. 1998; Smukalla et al. 2008). No trabalho de Smukalla e colaboradores 
(2008) linhagens ancestrais selvagens floculantes de S288c foram testadas para níveis de 
expressão dos genes FLO, correlacionando com o grau de floculação. Os resultados 
mostraram uma ampla variedade de floculação, de extremamente forte a quase não 
existente e a expressão de FLO1 foi relacionada com forte floculação. 
Observamos que a linhagem JAY291 não apresenta o gene FLO1 em seu genoma. 
Linhagens que expressam o gene FLO1 apresentam um crescimento mais lento 
relativamente às linhagens que não expressam, mesmo quando manose é adicionada ao 
meio, inibindo a floculação (Smukalla et al. 2008). A ausência de FLO1 no genoma de 
JAY291 pode ser importante para manter o seu bom desempenho de crescimento e 
consequentemente, para a produção de etanol. 
Por sua vez, Flo8p é um regulador positivo de floculação, atuando na regulação do 
gene FLO1. A linhagem S288c tem uma mutação nonsense flo8-1 que a torna não 
floculante. Já havia sido descrito que o reparo de FLO8 em S288c leva a um fenótipo 
floculante (Liu et al. 1996), o que foi constatado também nesse trabalho. Por outro lado, a 




2009). A linhagem S288c/ARY157 (FLO8::KanMX4 FLO1::HphMX4), utilizada no segundo 
cruzamento com JAY291 para mapeamento, é floculante por ter o alelo funcional de FLO8. 
O terceiro principal gene encontrado no mapeamento, MSS11, está fortemente 
associado com floculação. Na população que possuía nível máximo de floculação 
observado em nosso trabalho e utilizada para mapeamento (Grupo 2), foi observado um 
enriquecimento para a frequência de alelos de MSS11 da linhagem S288c em quase 100%. 
Estudos descritos na literatura indicam MSS11 como um forte indutor da floculação e 
sugerem que Mss11p induz à floculação juntamente com Flo8p, sendo FLO1 o gene alvo 
dominante dos dois fatores nesse processo e ainda, que a deleção do gene MSS11 leva a 
um fenótipo não floculante (Bester et al. 2006). Analisando as sequências desse gene nas 
duas linhagens, S288c e JAY291, ambas parecem ter alelos funcionais, então ainda não 
sabemos quais as diferenças nucleotídicas que são importantes para o fenótipo.  
Um estudo mais aprofundado de caracterização de MSS11 sobre o fenótipo dos 
indivíduos estudados será interessante para chegarmos também no nível nucleotídico 
relevante funcionalmente. Iremos também testar se a reposição alélica de MSS11 no 
genoma da linhagem floculante S288c (FLO8::KanMX4), através da inserção do alelo de 
JAY291, impede a floculação, o que poderia também justificar o fenótipo não floculante 
encontrado nos híbridos JAY361 e ARY161, se os três genes principais encontrados forem 
os únicos atuantes do componente discreto da característica, controlando se a linhagem 
flocula ou não. 
Além dos três principais genes, encontramos também outros doze loci associados 




modificadores do fenótipo, podendo determinar também o grau de floculação 
(componente quantitativo da herança). 
Entre os doze loci encontrados, seis possuem localizações subteloméricas.  Em 
estudos anteriores de nosso grupo, foi observado que a linhagem PE-2/JAY270, altamente 
heterozigota, possui vários polimorfismos estruturais entre cromossomos homólogos e 
que esses rearranjos estão confinados à periferia dos cromossomos. Também foram 
identificados genes presentes no genoma da linhagem PE-2/JAY291, localizados 
principalmente em regiões subteloméricas, que estão ausentes em S288c (Argueso et al. 
2009).  
Os principais genes envolvidos no processo de floculação são teloméricos. É 
importante notar que o posicionamento subtelomérico de muitos genes de adesinas não é 
uma coincidência. A posição relativamente isolada no genoma permite ação epigenética e 
frequentes eventos de recombinação sem o risco de afetar outros genes essenciais (Halme 
et al. 2004; Verstrepen and Klis 2006; Argueso et al. 2009).  
Como os genes presentes nos seis loci subteloméricos encontrados pelo 
mapeamento foram analisados através do genoma de S288c (SGD), analisando essas 
regiões no genoma de JAY291 não descartamos a hipótese de que poderemos ainda 
encontrar outros genes, diferentes daqueles localizados em S288c. Porém, nessas regiões 
a qualidade de montagem do genoma de JAY291 é baixa, por ser uma montagem de novo, 
não mapeada em um genoma referência. As regiões subteloméricas associadas com 




 Na maioria das regiões associadas, observamos ainda a presença de genes que 
atuam também sobre outros fenótipos de adesão, como biofilme, crescimento invasivo e 
filamentoso. Já foi observado que FLO1 e FLO11 possuem alguns mecanismos similares de 
regulação, mas atuam sobre fenótipos de adesão diferentes, sendo FLO11 envolvido com 
crescimento filamentoso, invasivo, pseudohifas e biofilme (Palecek et al. 2000; Reynolds 
and Fink 2001; Ryan et al. 2012; Granek et al. 2013). Por exemplo, os genes FLO8 e MSS11 
também atuam na regulação de FLO11 (Ryan et al. 2012). Genes atuantes sobre outros 
fenótipos de adesão foram sugeridos como candidatos, porém um estudo mais 
aprofundado, caracterizando-os, será também necessário. 
Interessantemente, em um dos loci localizados no Cromossomo XII (loci I) foi 
identificado um gene que participa no processo de separação celular, ACE2. Observamos 
que nessa região as linhagens não floculantes (Grupo 1) possuem aproximadamente 70%  
de alelos herdados de S288c e 30% de JAY291, enquanto que as floculantes (Grupo 2) 
possuem aproximadamente 40% de alelos herdados de S288c e 60% de alelos de JAY291. 
Em estudos não relacionados com esse capítulo, que serão abordados nos capítulos 3 e 4 
dessa tese, observamos que JAY270 é heterozigota para uma mutação frameshift em ACE2 
(ACE2/ace-7A), sendo que a linhagem JAY291 é portadora do alelo mutado ace-7A.  
Linhagens derivadas de JAY270 homozigotas para ace-7A (ace-7A/ace-7A) apresentaram 






Através de mapeamento genômico em indivíduos F2 floculantes segregantes do 
cruzamento da linhagem de laboratório S288c e industrial PE-2/JAY291, concluímos que: 
 Os genes FLO1, FLO8 e MSS11 são necessários para que a floculação ocorra; 
 Existem mais doze loci associados com floculação que contém genes de efeito 
menor que atuam como modificadores do fenótipo; 
 Muitos dos loci encontrados estão localizados em regiões subteloméricas; 
 Foram dados os primeiros passos para o entendimento da genômica de PE-
2/JAY291 que está associada ao seu fenótipo não floculante, estudos adicionais 
serão necessários para a completa compreensão da complexa rede envolvida com 
floculação. 
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Colony morphology transition in industrial yeast strains is 













Esse capítulo contém dados e experimentos de um estudo em fase final de redação de 
manuscrito, o qual será submetido à revista Genetics em breve. Sou a primeira e principal 









Colony morphology transition in industrial yeast strains is 
associated with mitotic recombination leading to  
loss-of-heterozygosity 
INTRODUCTION 
The fermentation process for bioethanol production used by Brazilian distilleries 
occurs in large tanks containing high yeast cell densities.  At the end of the fermentation, 
yeast cells are separated from the fermented must by centrifugation and recycled after 
subsequent treatment with sulfuric acid to reduce bacterial contamination. The recycling 
is repeated for 400 to 600 cycles during sugarcane harvest season and yeast cells are 
require to survive many different stressful conditions imposed during this long process in 
the industrial environment (Wheals et al. 1999; Amorim et al. 2011). 
The Saccharomyces cerevisiae PE-2/JAY270 strain is widely used for bioethanol 
production in Brazil because it has several desirable industrial properties such as low foam 
formation, tolerance to stress conditions, dominance in competition against yeast 
contaminants, high ethanol yield, high rate of cell viability, and does not display 
flocculation (Basso et al. 2008). 
Flocculation is a process of multicellular aggregation, which is calcium dependent, 
and is mediated by adhesin proteins of the cell wall called flocculins. This phenotype is 
controlled mainly by genes belonging to the FLO family, FLO1, FLO5, FLO9 and FLO10 
(Halme et al. 2004; Verstrepen and Klis 2006; Van Mulders et al. 2009; Soares 2011; 
Honigberg 2011). Flocculation impairs the process of bioethanol production because it 





and overall yield. It can also lead to problems at the centrifugation step, and cause 
clogging of pipes. The presence of indigenous strains with rough colony morphology has 
been observed during the fermentation, frequently associated with pseudohyphal growth 
and a high sedimentation rate, causing problems analogous to those seen in flocculent 
strains (Basso et al. 2008). Rough colonies were also noticed in 0–10% of colonies of 
selected industrial strains, including PE-2, during their implantation in industrial 
fermentations (Basso et al. 2008), however, there are no studies investigating the specific 
genetic factors involved in the colony morphology transition observed in bioethanol yeast 
strains. 
In this study, we isolated from laboratory cultures spontaneous derivatives of 
JAY270 displaying altered colony morphology, exhibiting roughened surfaces, irregular 
edges and a resembling flocculation sedimentation phenotype in liquid media. We 
identified ACE2 as the gene responsible for this phenotype and found that JAY270 is 
heterozygous for a defective allele of this gene (ACE2/ace2-7A). Our findings 
demonstrated that this phenotype appeared in JAY270 through copy-neutral mitotic 
recombination leading to loss-of-heterozygosity (LOH).  
MATERIALS AND METHODS 
Media, growth conditions, strains and microbiological techniques 
YPD, Luria-Bertani (LB), Sporulation and Minimal Media were prepared as 
described in standard protocols (Ausubel et al. 1998). Yeast strains were grown in YPD or 
minimal media at 30°C. Sigma-Aldrich Yeast Synthetic Drop-out Media Supplement 





integrated pAR1 plasmid. 5-fluoro-orotic acid (5-FOA) was supplemented to 1 g/l final 
concentration (Boeke et al. 1984) to select strains that have lost pAR1. Yeast strains are 
listed in Table 1. All PE-2 strains are descendants or derived from the diploid JAY270, pure 
isolate of this strain and previously molecular genetic analyzed (Argueso et al. 2009). For 
tetrad dissection, strains were plated on sporulation medium and incubated for three days 
at 30°C. After sporulation, tetrads were dissected by micromanipulation. The haploid and 
diploid mating types of strains, MATa, MATα or MATa/α were checked by PCR, based on 
the technique described (Huxley et al. 1990). 
Table 1 - Yeast strains used in this study 
Strains:   Genotypes:   Descriptions:  References: 
       
Diploids: 




PE-2 wild-type isolate 




   





Wild-type strains derived from 






spontaneous variation in colony 
morphology 
This study 
       
Haploids: 
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Tetrad from JAY270 




JAY292:      
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Tetrad from JAY270 Our collection 
 
JAY295, 
JAY296:      
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Analysis of the ACE2 region 
The ACE2 gene was analyzed by PCR sequencing of three different genomic 
regions, using DNA samples of each diploid JAY585, JAY663, JAY664, JAY665, JAY912, 
JAY913 strains. All PCR amplifications were performed with “MyTaq DNA Polymerase” 
(Bioline). The first PCR fragment was amplified with ARO32 and ARO33 primers and 
contains the wild type or the mutant region identified in ACE2 gene. The other two 
regions sequenced are located proximal and distal to the ACE2 gene and each one 
contains Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) identified in the heterozygous JAY270 
genome. The proximal region was amplified with ARO38 and ARO39 primers and the distal 
region with ARO70 and ARO71 oligonucleotides (Figure 1). We also sequenced the PCR 
product generated by ARO32 and ARO33 of the haploid JAY290 and JAY291 strains. Before 
preparation for sequencing PCR products were gel-purified with “GeneJET Gel Extraction 
Kit” (Thermo Scientific). Sequencing was carried out on an “ABI 3130xL Genetic Analyzer” 
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Tetrad from JAY663 This study 
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Tetrad from JAY663 This study 
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Tetrad from JAY663 This study 
 
ARY61, 
ARY62:      
       





(Applied Biosystems) by “Proteomics and Metabolomics Facility” from Colorado State 
University. Sequences were uploaded and analyzed with “CLC Genomics Workbench” 
software. Oligonucleotide primers used in this study are listed in Table 2. 
 
Table 2 - Oligonucleotide primers used in this study 
Oligos: 5' → 3' sequence Descriptions: 
ARO32 TACTTCAATAAATGGTTCAC Forward primer -  ACE2 fragment for sequencing 
ARO33 TGATATTGTCGAGACCGTGG Reverse primer -  ACE2 fragment for sequencing 
ARO38 TAGCACAAGATATGAACT Forward primer -  proximal ACE2 region 
ARO39 TATATCATCTACAATGAC Reverse primer - proximal ACE2 region 
ARO70 ATACTGGAGAGTGTTGGG Forward primer - distal ACE2 region  
ARO71 TCTAGCGACCAAATTGCC Reverse primer - distal ACE2 region 
 
 
Figure 1 - Proximal and distal ACE2 regions analyzed in this study selected from the heterozygous JAY270 genome. 
Fragment amplified with ARO38 and ARO39 oligonucleotides is located approximately at 2050 bp proximal ACE2. PCR 






Observation of rough colony morphology among derivatives of the JAY270 
strain 
One of the most desirable features of the JAY270/PE-2 bioethanol production 
strain is that it does not normally flocculate during industrial sugarcane extract 
fermentation. Accordingly, this strain remains in suspension in liquid culture, and 
produces normal hemispherical colonies with smooth surfaces and edges when grown in 
solid agar rich medium (Figure 2A). While this is the phenotype typically observed, over 
the course of our studies with this strain we noticed the sporadic occurrence of colonies 
displaying altered morphology: relatively flat-growing colonies with rough surfaces and 
edges (Figure 2E). Under bright field microscopic examination, yeast cells derived from 
such rough colonies appeared to grow in chains, showing a budding pattern consistent 
with a defect or delay in the release of the daughter cells from their mother. We stained 
these cells with calcofluor white and used its fluorescence to highlight the chitin-rich ring 







Figure 2 - PE-2 colony morphology variation. Diploid wild-type JAY270 (A, B, C, D): PE-2 typical hemispherical smooth 
colonies (A), cells exhibiting an independent type of growing under a microscopic view (B, C, D) and stained with 
Calcofluor White (C, D). Diploid wild-type JAY663 (E, F, G, H): PE-2 spontaneous altered colony morphology, exhibiting 
irregular edges and roughened surfaces (E), chains of cells, growing attached to each other (F) and fluorescence 
microscopy (G, H), cells stained with CW, highlighting chitin septa and the defect in cell separation. Scale bars are 1mm 
(A, E), 20µm (B, C, F, G) and 5µm (D, H). 
 
Whenever this phenotype was observed, we isolated such clones and stored them 
for later genetic characterization. Overtime we collected five independent examples 
(strains JAY663, JAY664, JAY665, JAY912 and JAY913), all of which were derived from pure 
cultures of JAY270-isogenic diploids. The phenotype of these strains was stably 
maintained over several clonal generations, suggesting that it was likely hard-wired 
genetically, as opposed to being caused by a transient altered transcriptional state. We 
estimated that the rough colonies appeared at a frequency of about one in every 10,000 
colonies growing in rich media plates. Assuming a genetic origin and based on its high 
frequency of occurrence, we reasoned that this phenotype was unlikely to be caused by a 
rare de novo nucleotide point mutation, but instead, mitotic recombination leading to 





In a parallel but unrelated project, we observed that crossing two specific haploid 
descendants of JAY270 (JAY291 MATa and JAY292 MATα) resulted in diploid cells with the 
same rough colony morphology and mother-daughter cell attachment pattern observed in 
the spontaneous JAY270 derivatives. This result was unexpected because JAY291, JAY292, 
and all other haploid derivatives of JAY270 have the normal smooth colony phenotype. 
This fortuitous observation provided an indication that the rough colony phenotype might 
be diploid-specific, and the ability to consistently reproduce the mutant phenotype in a 
controlled cross between well-characterized haploids opened an avenue to investigate its 
genetic basis. 
We previously reported the whole genome sequence of JAY291 (Argueso et al. 
2009), and recently conducted the genome sequencing of JAY292 as well as of ten 
additional JAY270-derived haploids. This genome sequence dataset, comprising three sets 
of four-spore tetrads, was generated in a project to map the distribution and phasing of 
heterozygous loci in the JAY270 genome, the results of which will be described elsewhere 
(F. M. Duarte, T. M. Gurol, A. Rodrigues, et al. in preparation). 
We carried out crosses between the 12 sequenced haploid descendants of JAY270, 
as shown in Figure 3A. All possible MATa x MATα crosses were performed producing in 36 
different diploids. Among them, we found 8 with rough and 28 with smooth colony 
surfaces, a 1:4 phenotypic ratio consistent with recessive inheritance of a trait controlled 
by a single gene. Even though the rough colony phenotype was not observed in the 





which allele was present in the parents: either the wild type dominant allele or the 
recessive mutant allele (temporarily named R and r, respectively). 
In addition, we induced sporulation of one of the spontaneous diploid isolates with 
altered colony morphology, JAY663. We then dissected tetrads, and examined the 
phenotypes of the haploid derivatives. None of the resulting haploids (~100) displayed the 
rough colony phenotype; they were all smooth. We then took twelve of these haploids 
derived from three four-spore tetrads (ARY51 through ARY62), determined their mating 
types, and conducted all possible mating combinations between them (Figure 3B). In this 
case, all 36 crosses resulted in rough colony diploids. This result was consistent with 
JAY663 being homozygous for the causal recessive mutant allele (r/r), and supported the 
hypothesis that LOH could be responsible for the sporadic appearance of the mutant 
phenotype in JAY270. 
 
Figure 3 - Cross between PE-2 haploids. (A) Twelve haploids derived from the diploid JAY270 wild-type strain had their 
whole genomes sequenced. The cross showed a 1:4 phenotypic ratio, expected for a trait controlled by one recessive 
allele and the rough colony morphology phenotype only appeared in diploid cells. (B) The cross between haploids 
derived from three completed tetrads of the diploid JAY663 wild-type strain with spontaneous rough colonies generated 





Identification of the mutation responsible for the rough colony phenotype 
Based on the interpretation that the rough colony phenotype was determined by 
monogenic recessive inheritance of a diploid-dependent trait (Figure 3A), we divided the 
fully-sequenced JAY270-derived haploids in two groups according to their inferred 
genotype. Group 1 included the six haploids inferred to carry the mutant allele (r; JAY291, 
JAY292, JAY295, JAY296, JAY325, and JAY326); whereas group 2 was composed of the six 
haploids with the wild type allele (R; JAY289, JAY290, JAY293, JAY294, JAY327, and 
JAY328). We then compared the genome sequences of the twelve haploids to a map of 
high confidence heterozygous single nucleotide polymorphisms in the JAY270 diploid. This 
map contains more than eleven thousand heterozygous marker loci distributed across the 
genome (F. M. Duarte, T. M. Gurol, A. Rodrigues, et al. in preparation). We interrogated 
each of these loci searching for SNPs that co-segregated in all six individuals within group 
1, and that conversely had the other allele co-segregating in all six individuals within group 
2. This analysis identified only two candidate regions that fit the strict co-segregation 
criterion (Figure 4). The first region corresponded to approximately 30 Kb on the distal 
portion of the right arm of chromosome XI, including thirteen genes from MRPL20 to 
YKR096W. The second candidate region spanned about 15 Kb on the right arm of 
chromosome XII, located about 50 Kb centromere proximal of the repeat cluster encoding 
the ribosomal RNA genes (rDNA). This smaller region contained the nine genes from 






Figure 4 - Candidate regions found in the genetic mapping. We found two candidate regions that co-segregated in the 
group of six spores with one genotype JAY291, JAY292, JAY295, JAY296, JAY325, JAY326 as well as in the group 
containing six haploids with the opposite genotype JAY289, JAY290, JAY293, JAY294, JAY327 and JAY328. The first region 
(A) was located on chromosome XI, from genes YKR085C (MRPL20) to YKR096W of Saccharomyces Genome Database 
(SGD) and the second one (B) on chromosome XII from genes YLR125W to YLR133W (CKI1). Then, we found that ACE2 
gene (highlighted in figure b), located on chromosome XII, was involved with the phenotype. 
 
To identify the most promising candidates among the 22 genes present in these 
two regions, we analyzed their respective functional annotations available through the 





the chromosome XII candidate region, ACE2, which encodes a transcription factor involved 
in the mother-daughter cell separation process. In cells lacking Ace2p, the daughter cell 
remains attached to the mother cell wall at the bud neck, resulting in the accumulation of 
multicellular clusters. Importantly, ace2 mutant strains display a rough colony 
morphology. In some strain backgrounds, this phenotype is observed only in diploids, but 
can also appear in certain haploid backgrounds (Dohrmann et al. 1992; Lord et al. 2002; 
Voth et al. 2005). 
We inspected the sequence of the ACE2 gene in the JAY291 genome, and 
compared it to the sequence in the S288c reference. Only one difference was identified 
between the two strains. JAY291 has a single nucleotide deletion within a homopolymer 
Adenine run resulting in a -1 frameshift mutation and a stop codon shortly thereafter. The 
wild type ACE2 allele in S288c has eight A nucleotides in this homopolymer run, while the 
mutant allele in JAY291 has seven A nucleotides. Hence, we named the defective allele 
ace2-7A. 
Analysis of the genomic region containing ACE2 in spontaneous JAY270-
derived rough colony isolates 
After finding that ACE2 was the gene responsible for the rough colony morphology 
in crosses between JAY270 spores (Figure 3A), we revisited the five spontaneous rough 
colony isolates observed earlier in this study. We designed oligonucleotides flanking the 
adenine homopolymer run in ACE2, PCR amplified this region from JAY270, from its 
haploid derivatives JAY290 and JAY291, and from the spontaneous rough colony isolates. 





Figure 5. This analysis confirmed the presence of a run of 8 adenines in ACE2 (JAY290) and 
7 adenines in ace2-7A (JAY291). The chromatogram in the JAY270 heterozygote diploid 
was consistent with a mixture of ACE2 and ace2-7A DNA templates being present in the 
sequencing reaction: single nucleotide peaks were observed at positions primer-proximal 
to the homopolymer run, and out-of-register double peaks were seen downstream of the 
seventh adenine nucleotide. 
 
Figure 5 - Chromatograms of ACE2 region that contains wild-type or mutant alleles in PE-2 strains. Haploid strains 
JAY290 and JAY291 have the wild-type (ACE2) and the mutant (ace2-7A) alleles respectively (A). The diploid JAY270 is 
heterozygous for ACE2, presenting one wild-type functional allele and the other one has a frameshift mutation 
(ACE2/ace2-7A). Wild-type diploid strain with spontaneous rough colonies JAY663 is an example of homozygozity for the 
mutation (ace2-7A/ ace2-7A) (B).  
The chromatograms for all five rough colony isolates showed the presence of the 





These results indicated that the rough colony isolates were homozygous for ace2-7A, and 
were consistent with the hypothesis that the high frequency of observed spontaneous 
rough colonies in JAY270 derivatives might be caused by mitotic recombination leading to 
LOH, specifically on the right arm of chromosome XII spanning the ACE2 locus. 
LOH is not typically a local mutation event: Interstitial tracts of homozygosity can 
span many kilobases, and even longer terminal tracts extend all the way to the telomere. 
Therefore, in addition being homozygous for ace2-7A, the rough colony isolates should 
also show homozygosis for flanking SNPs. We tested this model by determining the 
genotypes at chromosome XII heterozygous marker loci using either restriction length 
polymorphisms or Sanger DNA sequencing. 
Analysis of the JAY663 isolate showed that, while it was homozygous for the ace2-7A 
mutation, it remained heterozygous at the sites proximal and distal to the ACE2 locus, 
which are separated by a distance of 8.7 Kb. A mitotic gene conversion tract limited to the 
region between these SNPs could explain this result. The median size of mitotic gene 
conversion tracts not-associated with reciprocal crossovers in S. cerevisiae has recently 
been estimated to be 4.9 Kb (Y. Yin and T. D. Petes, personal communication). 
Alternatively, a de novo -1 contraction mutation in the homopolymer run of the ACE2 
allele could also account the for the JAY663 genotype. We were unable to distinguish 
between the LOH vs. de novo -1 contraction models because there were no additional 





The four remaining isolates (JAY664, JAY665, JAY912, and JAY913) were homozygous 
for regions flanking the ACE2 locus, suggesting the switch of colony morphology in PE-
2/JAY270 is due to loss-of-heterozygosity in the ACE2 region.  
DISCUSSION 
PE-2 colony morphology transition is due to a mutation in ACE2, a gene 
involved in the cell separation process 
The spontaneous JAY270 colony variation found in this study is result of a cell 
separation defect. We found different isolates derivative from JAY270 carrying copy-
neutral homozygosity to a frameshift mutation in the ACE2 gene. 
Ace2p is a transcription factor that regulates the expression of several genes. In 
Saccharomyces cerevisiae, at least 20 of these genes can be found (Doolin et al. 2001), 
some of them involved in the cell separation process, such as SCW11 and EGN1, 
responsible for transcription of glucanases (Bidlingmaier et al. 2001; Baladrón et al. 2002) 
and CTS1, encoding a chitinase (Kuranda and Robbins 1991). These enzymes operate in 
the digestion process of the chitin-rich septum existing between mother and daughter 
cells in the end of mitosis minutes after it is built and just after the cytokinesis is 
completed (Bidlingmaier et al. 2001; Baladrón et al. 2002; Cabib 2004; Brace et al. 2011). 
Ace2p contains a region in the DNA-binding domain that is conserved between 
representatives of different groups of Fungi, including S. cerevisiae. It was proposed that 
Ace2p had evolved in parallel with the evolution of the genomes to control other 





times during the evolution of fungi, as it was needed. The novel target genes varied 
according to the composition and structure of the septa in different lineages (Balazs et al. 
2012). 
The rough morphology only appears in diploid cells and mutations in other 
genes of the pathway can also lead to the same phenotype as ace2 
In our study, we observed the rough colony morphology only in diploid 
homozygous ace2 mutant cells. According to Voth and collaborators (2005) the colony 
morphology also depends on the genotype of another gene, BUD4, required for normal 
budding patterns.  Normal haploid cells grow in an axial budding pattern, while the bipolar 
program is typical for diploids. Mutations in BUD4 can switch the axial to a bipolar pattern 
in haploids, but have no effect in diploids. In the same study, ace2 mutants with 
roughened colony morphology were only seen in diploid cells or combined with a bud4 
mutation in haploids (Voth et al. 2005). 
The ACE2 gene is regulated by a set of proteins, including Cbk1p kinase, Mob2p, 
Tao3p, Hym1p, Kic1p, which are all members of a signaling network known as RAM, 
meaning regulation of Ace2p activity and cellular morphogenesis (Doolin et al. 2001; 
Nelson et al. 2003; Kurischko et al. 2005). The activation of Ace2p depends on Cbk1p and 
signals from FEAR (Cdc fourteen early anaphase release) and MEN (mitotic exit network) 
pathways regulate CBK1 and ACE2 to act on the perfect timing for septum destruction and 
subsequent cell separation (Racki et al. 2000; Bidlingmaier et al. 2001; Weiss et al. 2002; 
Brace et al. 2011). Mutations in the RAM genes lead to lethality in some genetic 





SSD1 is functional (Nelson et al. 2003). However, when the mutation is viable, the mutants 
show a cell separation defect and altered colony morphology, similar to the one observed 
in ace2 mutants, where the cells lose the typical hemispherical and smooth colony 
phenotype, but exhibit a roughened surface and scalloped edges instead, as observed in 
cbk1, mob2, hym1, and kic1 mutants (Voth et al. 2005). 
The main mechanism leading to PE-2 colony variation is Loss-of-
Heterozygosity (LOH) 
We found that PE-2 is heterozygous to ace2 mutation and PE-2 strains with 
spontaneous roughened colonies found in the laboratory are in the majority homozygous 
to this mutation. The high frequency in which colony morphology variation was observed 
indicated that it was not likely due to de novo nucleotide mutation, but instead mitotic 
recombination leading to loss-of-heterozygosity. We confirmed this hypothesis by 
sequencing regions proximal and distal to ACE2 in both PE-2 strains with smooth and 
rough colonies. Our results showed that JAY270 is heterozygous at selected regions, while 
JAY270-derivative spontaneous mutants were homozygous, indicating that the main 
mechanism leading to PE-2 colony variation found in this study is LOH. 
CONCLUSIONS 
 Our findings showed that the transition from typical smooth colonies of PE-
2/JAY270 bioethanol strain to roughened surfaces and high sedimentation phenotype 
resulted from a defect in the cell separation process. In this study we found that strains 





involved in the mother-daughter cell separation and observed that the main mechanism 
leading to this phenotype was loss-of-heterozygosity.  
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Manipulação genética de linhagem PE-2 para reparo de defeito 
identificado em gene envolvido com variação de  
morfologia de colônia 
INTRODUÇÃO  
No capítulo anterior, foi apresentado um estudo onde encontramos mutantes 
espontâneos de PE-2 com morfologia de colônia alterada, exibindo superfícies rugosas, 
bordas irregulares e um fenótipo que remete ao de floculação em meio líquido.  
Em outros estudos, foi observada a presença de linhagens rugosas, incluindo PE-2, 
durante fermentação industrial. As linhagens rugosas são frequentemente associadas com 
crescimento em pseudohifas e alta taxa de sedimentação, causando problemas similares 
aos de linhagens floculantes em um ambiente industrial. A floculação prejudica o processo 
de produção de etanol, pois reduz o contato da levedura com o substrato, reduzindo o 
rendimento fermentativo e resultando em açúcar residual após a fermentação, além de 
dificultar o passo de centrifugação e causar entupimento de tubulações (Basso et al. 
2008). 
Identificamos o gene ACE2 como responsável pela variação de morfologia de 
colônia em PE-2/JAY270 e vimos que essa linhagem é heterozigota para um defeito nesse 
gene (ACE2/ace2-7A). Nossas descobertas mostraram que esse defeito pode resultar no 
aparecimento da morfologia de colônia rugosa por perda de heterozigosidade (Capítulo 
3). Além disso, o gene ACE2 aparece como um gene candidato associado com floculação 
em nossos estudos de mapeamento genômico (Capítulo 2), provavelmente como um gene 





problemas industriais futuros, nesse capítulo apresentamos o desenvolvimento de uma 
linhagem PE-2 com o defeito em ACE2 reparado, através de modificações genéticas para 
que se tornasse homozigota para locus selvagem desse gene (ACE2/ACE2). 
MATERIAIS E MÉTODOS 
Meios de cultura, condições de crescimento, linhagens e técnicas 
microbiológicas/moleculares 
YPD, Luria-Bertani (LB), meio de esporulação e meio mínimo foram preparados 
conforme descrições de protocolos padrões (Ausubel et al. 1998). Escherichia coli foi 
incubada em estufa à temperatura de 37°C, em meio LB suplementado com 100 µg/ml de 
ampicilina. Linhagens de leveduras foram incubadas em estufa à temperatura de 30°C, em 
meio mínimo ou YPD. Foi utilizado suplemento sintético sem uracila (Yeast Synthetic Drop-
out Media Supplement without Uracil - Sigma-Aldrich) para preparo de meio mínimo de 
seleção de transformantes que integraram o plasmídeo pAR1. O composto 5-FOA (5-
fluoro-orotic acid) foi suplementado em meio mínimo a uma concentração final de 1 g/l 
(Boeke et al. 1984) para seleção de leveduras que perderam pAR1. As linhagens de 
leveduras utilizadas nesse capítulo estão descritas na Tabela 1. A linhagem E. coli (α-Select 
Chemically Competent Cells, Bioline) foi utilizada para preparo do plasmídeo e a 
transformação foi realizada de acordo com especificações do fabricante. Para dissecção de 
tétrades, a linhagem ARY103 foi plaqueada em meio de esporulação e incubada em estufa 
à temperatura de 30°C, durante três dias. Após esporulação, as tétrades foram dissecadas 





pelo método acetato de lítio, esporulação, dissecção de tétrades e cruzamento de 
linhagens estão descritas em protocolos padrões (Rose et al. 1990; Ausubel et al. 1998). 
Os mating types das linhagens haploides ou diploides, MATa, MATα or MATa/α foram 
confirmados por PCR, conforme técnica descrita por (Huxley et al. 1990). Os primers 
utilizados em PCRs realizados nesse trabalho são apresentados na Tabela 2. Os 
sequenciamentos de fragmentos de PCR ou plasmídeo construído foram realizados em 
equipamento ABI 3130xL Genetic Analyzer (Applied Biosystems), pela Proteomics and 
Metabolomics Facility, localizada na Colorado State University, Fort Collins, CO, EUA. A 
análise das sequências foi realizada com utilização do software CLC Genomics Workbench. 
 
Tabela 1 - Linhagens de levedura utilizadas nesse estudo 
  Genótipos:   Descrições:  Referências: 
      
Diploides: 
     




Isolado selvagem de PE-2  
Argueso et al. 
2009 
MATa ace2 
   
      
FGY050: 
MATα ACE2 ura3∆ Derivada de JAY270; 
auxotrófica para uracila 
Galzerani 2010 
MATa ace2 ura3∆ 
 
      
ARY103,  MATα ACE2 
 Mutação em ACE2 reparada no 
genoma de FGY050 
Esse estudo 
ARY104: MATa ACE2 
  
      
Haploides: 
     
      
ARY105, ARY106, Olhar figura 7 
 
Tétrade de ARY103 Esse estudo 
ARY107, ARY108: 
     
      
ARY109, ARY110, Olhar figura 7 
 
Tétrade de ARY103 Esse estudo 
ARY111, ARY112: 
     





ARY113, ARY114, Olhar figura 7 
 
Tétrade de ARY103 Esse estudo 
ARY115, ARY116: 
     
            
 
Tabela 2 - Primers utilizados nesse trabalho 
Nomes: Sequências 5' → 3'  Descrições: 
ARO30 ACACTCAAGATGAGGAGTAT Forward  - construção de pAR1  
ARO31 TCGCATGAATACGGTCTATC Reverse  - construção de pAR1  
ARO32 TACTTCAATAAATGGTTCAC Forward -  Homologia interna ao gene ACE2  
ARO33 TGATATTGTCGAGACCGTGG Reverse -  Homologia interna ao gene ACE2  
ARO38 TAGCACAAGATATGAACT Forward - região proximal ACE2  
ARO39 TATATCATCTACAATGAC Reverse - região proximal ACE2  
ARO70 ATACTGGAGAGTGTTGGG Forward - região distal ACE2  
ARO71 TCTAGCGACCAAATTGCC Reverse - região distal ACE2  
 
Construção de plasmídeo 
O plasmídeo pRS306 (Sikorski and Hieter 1989), vetor integrativo de levedura 
portador de marcador auxotrófico URA3, foi utilizado como hospedeiro para a construção 
do plasmídeo. A construção foi realizada em dois passos. Primeiramente, pRS306 foi 
duplamente digerido pelas enzimas de restrição BamHI e KpnI (New England Biolabs). O 
fragmento contendo o gene URA3 foi purificado de gel de agarose 0,8% (GeneJET Gel 
Extraction Kit - Thermo Scientific) e reservado. No segundo passo, sequências parciais do 
alelo selvagem de ACE2 foram amplificadas por PCR utilizando-se DNA genômico de 
JAY289 e os primers ARO30 e ARO31. Com utilização da enzima de alta fidelidade Velocity 
DNA Polymerase (Bioline), a amplificação foi iniciada à temperatura de 98°C durante 50 
segundos e então realizada em 33 ciclos de 98°C durante 10 segundos, 55°C durante 18 
segundos e 72°C durante 2 minutos, com um passo final de 4 min à temperatura de 72°C. 





digerido com as enzimas de restrição BglII e KpnI (New England Biolabs). O fragmento 
contendo sequência parcial do gene ACE2 foi purificado de gel de agarose 1% (GeneJET 
Gel Extraction Kit - Thermo Scientific) e então utilizado para reação de ligação com o 
fragmento de pRS306, reservado anteriormente.  
Após clonagem em E. coli, o plasmídeo foi isolado com utilização de kit comercial 
(GeneJET Plasmid Miniprep Kit - Thermo Scientific). O plasmídeo obtido, contendo 
sequência parcial do tipo selvagem de ACE2 e marcador auxotrófico URA3 foi designado 







Figura 1 - Construção de plasmídeo pAR1 a partir de pRS306. O plasmídeo pAR1 foi construído utilizando-se 
como base o plasmídeo pRS306 (Sikorski and Hieter 1989). pAR1 contém sequências parciais do alelo 
selvagem de ACE2 e marcador auxotrófico URA3 e foi utilizado para manipulação genética no genoma da 






Construção de linhagem PE-2 homozigota para o locus selvagem de ACE2 
A linhagem de levedura utilizada para construção de PE-2 homozigota para o locus 
selvagem de ACE2 foi a FGY050, auxotrófica para uracila (Galzerani 2010), permitindo 
assim manipulações genéticas. A construção da linhagem foi realizada sem deixar 
qualquer marca no final do processo em seu genoma, o que é importante para a aplicação 
e uso industrial da linhagem em processos fermentativos. 
O plasmídeo pAR1 foi digerido com EcoRI (New England Biolabs) e então o 
fragmento linear integrativo resultante foi inserido no genoma de FGY050. Após a 
transformação, as células de levedura foram plaqueadas em meio mínimo com ausência 
de suplemento aminoácido uracila para seleção de transformantes URA3. Dois candidatos 
que cresceram nesse meio foram selecionados e a inserção de pAR1 foi confirmada por 
sequenciamento de fragmento de PCR realizado como descrito a seguir. 
Para o sequenciamento, duas diferentes amplificações foram realizadas em cada 
candidato. Os primers externos ARO30, ARO31 e universais internos ao plasmídeo pAR1 
T3 e T7 foram utilizados para essas amplificações (Figura 2). A primeira reação ocorreu 
utilizando-se os primers ARO31 e T7, Velocity DNA Polymerase (Bioline) e foi iniciada 98°C 
durante 50 segundo e então realizada com 35 ciclos de 98°C durante 10 segundos, 55°C 
durante 18 segundos e 72°C durante 3 minutos, com uma extensão final de 4 minutos à 
72°C. 
O segundo foi realizado da mesma maneira que o primeiro, mas com utilização dos 
primers ARO30 e T3. O fragmento produto gerado no primeiro caso foi sequenciado em 





do segundo PCR também foi sequenciado em três reações diferentes com os primers 
ARO30, T3 e ARO32. 
Após confirmação, quinze colônias purificadas de cada transformante foram 
semeadas em meio sólido contendo o composto 5-FOA, que é seletivo para linhagens ura3 
(Boeke et al. 1984). Cinco candidatos selecionados que cresceram em placas 5-FOA foram 
sequenciados para o gene ACE2 para confirmar a perda de pAR1 e reparo da mutação em 
frameshift ace2-7A. As amplificações foram realizadas com MyTaq DNA Polymerase 
(Bioline), com os primers ARO30 e ARO33 e sequenciadas com ARO33. Após confirmação, 
as duas linhagens finais foram nomeadas ARY103 e ARY104. A construção da linhagem 






Figura 2 - Esquematização de estratégia utilizada para manipulação genética da linhagem PE-2/JAY270. O 
plasmídeo pAR1, que contém sequências parciais do alelo selvagem de ACE2 (WT-vermelho) e marcador 
URA3 foi utilizado para reparo da mutação ace2-7A (M-azul) no genoma de FGY050. Os transformantes 
URA3 de colônias lisas foram selecionados em meio mínimo com deficiência do aminoácido uracila e 
linhagens ura3∆ contra-selecionadas em meio contendo o composto 5-FOA. A linhagem resultante 
homozigota para alelo selvagem (WT) de ACE2 foi nomeada ARY103. 
 
As linhagens finais ARY103 e ARY104 foram sequenciadas também em regiões 
proximal e distal à ACE2 para checar heterozigosidade. 
A região proximal foi amplificada com os primers ARO38 e ARO39 e a região distal 
















































respectivamente (Figura 3). Também foi sequenciado o fragmento gerado por PCR com 
primers ARO32 e ARO33 para as linhagens ARY103 e ARY104 com ARO32.  
 
Figura 3 - Regiões próximas ao gene ACE2 sequenciadas para checar heterozigosidade de ARY103 e 
ARY104. Após construção de PE-2 homozigota para alelo selvagem de ACE2, checamos se a manipulação 
manteve a heterozigosidade natural da linhagem através de PCR, nas regiões proximal (primers ARO38 e 
ARO39) e distal (primers ARO70 e ARO71), localizadas respectivamente a aproximadamente 2050 pb e 3400 
pb do gene ACE2. 
 
RESULTADOS  
Estratégia para reposição alélica utilizada para construção de linhagem PE-2 
homozigota para locus tipo selvagem de ACE2  
Como a mudança de morfologia de colônia de lisa para rugosa é indesejada para a 
indústria produtora de etanol, nós modificamos o genoma da PE-2/JAY270 para 
homozigota para locus selvagem de ACE2 e consequentemente incapaz de se tornar 
rugosa por LOH. Com esse objetivo, construímos um plasmídeo com marcador URA3 e 
fragmento tipo selvagem de ACE2 e inserimos em uma linhagem derivada de JAY270, 
auxotrófica para uracila (FGY050). Nós então selecionamos transformantes URA3 com 
colônias lisas, já que a inserção do plasmídeo no alelo selvagem da linhagem heterozigota 
FGY050 leva a um diploide com dois alelos não funcionais de ACE2 e, consequentemente, 
fenótipo rugoso. Subsequentemente, semeamos transformantes lisos em placas 5-FOA, 
     
ACE2 ZRT2 DIP2 CKI2 
ARO39 ARO71 
ARO38 ARO70   
~ 2050 pb ~ 3400 pb 
     







que é tóxica para linhagens URA3 e então contra selecionamos células que perderam 
sequências do plasmídeo. A remoção de pAR1 ocorreu após evento de recombinação 
entre sequências homólogas (repetidas) de ACE2 que agora flanqueiam o marcador URA3 
(após integração de pAR1 no genoma de FGY050), mantendo apenas uma única cópia da 
repetição de DNA e assim, a linhagem resultante passou a apresentar duas cópias do alelo 
selvagem de ACE2 (Figura 2). 
A estratégia nos permitiu reparar o mutante para alelo tipo selvagem de ACE2 no 
genoma de FGY050, sem deixar qualquer tipo de marcador ou sequências do vetor, 
importante para manter as propriedades industrialmente desejadas da linhagem.  
Construção do plasmídeo pAR1 
Primeiramente, nós construímos o plasmídeo pAR1, que contém o marcador URA3 
e o fragmento tipo selvagem de ACE2, baseado no plasmídeo pRS306. A digestão de 
pRS306 BamHI e KpnI produziu um fragmento de 4,3 kb, contendo o marcador URA3. Por 
outro lado, a digestão do fragmento tipo selvagem de ACE2 amplificado de JAY289 de 1,8 
kb com BglII e KpnI gerou um produto de 1,5 kb, inserido nos sítios de restrição do 
fragmento de 4,3 kb BamHI-KpnI-pRS306. O plasmídeo resultante de 5,8 kb foi 
sequenciado para confirmar sua construção correta e garantir que nenhuma mutação 
apareceu no fragmento gênico de ACE2 inserido, durante o processo de construção.  
Reparo do gene ACE2 em uma linhagem PE-2  
Após confirmação da correta construção de pAR1 pelo sequenciamento, 
reparamos o gene ACE2 na linhagem diploide PE-2/FGY050, utilizando o fragmento linear 






Figura 4 - Fragmento gerado pela digestão de pAR1 com a enzima de restrição EcoRI. Gel de agarose 1%, 
contendo amostras de reação de digestão do plasmídeo pAR1 com enzima EcoRI. O fragmento resultante de 
5,8 kb foi utilizado durante construção da linhagem PE-2/JAY270 homóloga para alelo selvagem de ACE2. 
Marcador de peso molecular “HyperLadder I” (1 kb) – Bioline (M). 
Após transformação de FGY050 com o fragmento acima descrito, a integração 
homóloga de pAR1 foi confirmada por sequenciamento (descrito em materiais e métodos) 
dos produtos amplificados em duas reações de PCR, uma com utilização dos primers 
ARO31 (externo à inserção) e T7 (universal, específico de pAR1) e outra com os primers 
ARO30 (externo à inserção) e T3 (universal, específico de pAR1), ambos contendo 
aproximadamente 1,7 kb (Figura 5). 
 
Figura 5 - Confirmação da integração homóloga de fragmento de pAR1 por PCR, seguido de 
sequenciamento. Gel de agarose 1% contendo amostras das duas reações de PCRs realizadas em 
transformantes candidatos à integração homóloga de pAR1. As amplificações ocorreram com os primers 
ARO31 e T7 (1 e 2); ARO30 e T3 (3 e 4); e ambas geraram fragmentos com aproximadamente 1,7 kb. Os 
produtos das reações foram sequenciados confirmando a correta integração homóloga do fragmento de 





Após análise dos dados gerados pelo sequenciamento dos fragmentos, foi 
confirmada a inserção de pAR1 no genoma de FGY050 e logo em seguida, os 
transformantes URA3 foram plaqueados em meio contendo o composto 5-FOA. Após 
crescimento das colônias ura3∆, realizamos PCR para cinco candidatos selecionados com 
os primers ARO30 e ARO33. A perda de pAR1 e o reparo da mutação em frameshift ace2-
7A foram confirmados pelo sequenciamento dos fragmentos produtos do PCR. 
Somente um candidato apresentou o gene ACE2 ainda heterozigoto para a 
mutação e para os outros quatro candidatos o reparo foi confirmado, mostrando que 
agora são homozigotos para o alelo selvagem de ACE2. Duas linhagens que tiveram a 
confirmação pelo sequenciamento foram salvas como ARY103 e ARY104 e então 
estocadas (Figura 6).  
 
Figura 6 - Confirmação da construção da linhagem ARY103 por sequenciamento. Confirmamos o reparo da 
mutação ace2-7A, realizado no genoma da linhagem PE-2 (FGY050), heterozigota para alelo mutante 
(ACE2/ace2-7A) (A), através de sequenciamento de fragmento de PCR. A linhagem resultante ARY103 (B) é 
homozigota para alelo selvagem de ACE2 (ACE2/ACE2)(B).  
Também sequenciamos as regiões proximal e distal a ACE2 em ARY103 e ARY104 e 





mostrando que o alelo mutante não foi perdido por LOH e o reparo foi feito pela 
estratégia, mantendo a heterozigosidade natural do genoma de PE-2/JAY270. 
Finalmente, nós isolamos doze esporos de ARY103, provenientes de três tétrades 
completas diferentes e realizamos todos os possíveis cruzamentos entre haploides MATa 
e MATα, resultando em 36 diploides MATa/α diferentes. Conforme esperado, os 36 
diferentes diploides possuem colônias lisas com bordas regulares, confirmando 
novamente o reparo do defeito de separação celular causado pela mutação ace2-7A 
(Figura 7). 
 
Figura 7 - Cruzamento entre esporos de ARY103. Todos os possíveis cruzamentos MATa e MATα entre doze 
haploides provenientes de três tétrades completas de ARY103 foram realizados. Os 36 indivíduos diploides 
MATa/α resultantes apresentaram colônias lisas (S – smooth colonies), confirmando novamente o genótipo 
homozigoto selvagem ACE2/ACE2 de ARY103. 
 
DISCUSSÃO 
Ao longo dos anos, o melhoramento de linhagens de leveduras para uso industrial 
foi foco de diversas pesquisas (Wheals et al. 1999), uma vez que estas precisam 
apresentar características que permitam a sua sobrevivência em ambiente altamente 





A linhagem industrial PE-2/FGY050 utilizada nesse estudo é auxotrófica para 
uracila e foi desenvolvida através da técnica conhecida como Delitto Perfetto (Storici and 
Resnick 2006) durante mestrado de um aluno do nosso grupo (Galzerani 2010). 
Nossos estudos descritos no capítulo anterior (Capítulo 3) mostraram que a troca 
de colônias típicas da PE-2/JAY270 para superfícies rugosas acompanhadas de fenótipo 
parecido com o de floculação é na verdade resultado de um defeito no processo de 
separação celular e o gene ACE2 foi identificado como responsável por esse fenótipo. 
Além disso, ACE2 deve ser um gene de efeito menor atuante sobre floculação (Capítulo 2). 
Vimos também que colônias rugosas de linhagens derivadas de PE-2/JAY270 eram 
homozigotas para a mutação em frameshit ace2-7A e que as típicas colônias lisas de 
JAY270 eram heterozigotas para essa mutação. Dado que a troca de fenótipo em PE-
2/JAY270 para morfologia de colônia rugosa é resultado de LOH, construímos uma 
linhagem homozigota para o alelo selvagem de ACE2 (ACE2/ACE2), tornando-a incapaz de 
adquirir o fenótipo rugoso por LOH. 
A linhagem PE-2/FGY050 foi utilizada como plataforma para a manipulação 
genética desenvolvida nesse capítulo, permitindo o reparo do defeito encontrado no gene 
ACE2, com manutenção das propriedades industriais originais desejáveis da linhagem e 
sem deixar nenhuma marca de seleção no final do processo.  
CONCLUSÕES 
A linhagem PE-2/ARY103 desenvolvida nesse estudo passou a ser homozigota para 
alelo selvagem do gene ACE2 e consequentemente incapaz de se tornar rugosa por perda 





A manipulação genética aplicada foi realizada com manutenção de todas as 
características originais da PE-2, sem deixar nenhuma marca transgene em seu genoma e 
a linhagem desenvolvida poderá ser utilizada para se evitar problemas industriais 
causados por linhagens rugosas dependentes de ACE2. 
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Análise das consequências fenotípicas da perda de 
heterozigosidade (LOH) durante a fermentação de etanol 
INTRODUÇÃO 
A instabilidade cariotípica durante o processo industrial de produção de etanol tem 
sido observada em linhagens industriais, incluindo a PE-2. Um estudo realizado pelo nosso 
grupo (Duarte 2010) determinou o mecanismo de recombinação genética responsável 
pela geração dos rearranjos cromossômicos na linhagem PE-2 durante o processo 
industrial de produção de etanol. Foram analisados os cariótipos de clones de leveduras 
isolados em um experimento de fermentação industrial contendo sessenta dias, iniciado 
com uma única célula da linhagem JAY270, isolado purificado do estoque comercial de PE-
2 (Argueso et al. 2009). Onze desses isolados, apresentando no mínimo um polimorfismo 
de tamanho cromossomal relativamente a JAY270, foram analisados (Figura 1) e os dados 
indicaram que o mecanismo predominante para a variação cariotípica era recombinação 
homóloga alélica mitótica levando a perda de heterozigosidade (LOH). 
Nesse capítulo, avaliamos fenotipicamente as onze linhagens LOH durante 
fermentação contínua de xarope de cana-de-açúcar em competição direta contra a 
linhagem parental altamente heterozigota JAY270 (Argueso et al. 2009), dando assim, 
continuidade aos estudos realizados por Duarte 2010. Nosso objetivo nessa etapa é 
investigar se os rearranjos cromossômicos e perda de heterozigosidade que ocorrem no 
genoma da PE-2 durante a produção de etanol estão relacionados com alguma alteração 






Figura 1 - Gel de agarose de PFGE (Pulsed-Field Gel Electrophoresis) mostrando variação cariotípica 
observada em derivados de JAY270 (FDY1-FDY11). Os derivados apresentam polimorfismos de tamanho 
nos cromossomos em relação ao parental JAY270, devido à recombinação mitótica. Os números localizados 
à esquerda correspondem aos dezesseis cromossomos de JAY270 (Duarte 2010). 
 
MATERIAIS E MÉTODOS 
Meios de cultura e linhagens de levedura  
Para ensaios fermentativos de competição entre linhagens industriais de levedura, 
foi utilizado xarope diluído como meio de cultura, contendo 18% de xarope de cana-de-
açúcar, fornecido pela Usina Granelli, localizada em Charqueada, SP. Ao final dos ciclos 





para o crescimento das linhagens de S. cerevisiae, contendo 1% de extrato de levedura, 
2% de peptona, 2% de glicose e 2% ágar. O meio YPD foi complementado com o 
antibiótico geneticina (G418) a uma concentração de 200 μg/mL ou higromicina em 
concentração de 300 μg/mL, após autoclavagem. As linhagens de levedura utilizadas 
nesse estudo estão descritas na Tabela 1. 
Tabela 1 - Linhagens de levedura Saccharomyces cerevisiae utilizadas nesse estudo 
 
Ensaios fermentativos de competição entre linhagens LOH e parental 
Os onze derivados da linhagem JAY270 portadores de variação cariotípica (FDY1-
FDY11), descritos anteriormente (Figura 1), foram comparados e analisados 
  Descrições:  Referências: 
   Diploides: 
  
   
JAY270: Isolado selvagem da linhagem industrial PE-2, purificado de estoque 
comercial 
Argueso et al. 
2009 
 
     
FDY1 a 
FDY11: 
Onze isolados que apresentam variação cariotípica em relação ao 
parental JAY270, coletados ao final de experimento de fermentação 
industrial de 60 dias 
 Duarte 2010 
    
FDY1H a 
FDY11H: 
Derivadas das linhagens FDY1 a FDY11, portando o gene de resistência 
para o antibiótico higromicina (HphMX4), inserido a 500 pb do 
centrômero do Cromossomo V (CEN5) 
 Nossa coleção 
    
FDY6K: 
Derivada da linhagem FDY6, portando o gene de resistência para o 
antibiótico geneticina (KanMX4), inserido a 500 pb do centrômero do 
Cromossomo V (CEN5) 
 Nossa coleção 
     Derivada da linhagem JAY270 portando o gene de resistência para o 
antibiótico higromicina (HphMX4), inserido a 500 pb do centrômero do 
Cromossomo V (CEN5) 
 JAY270H: Nossa coleção 
 
     Derivada da linhagem JAY270, portando o gene de resistência para o 
antibiótico geneticina (KanMX4), inserido a 500 pb do centrômero do 
Cromossomo V (CEN5) 
 JAY270K: Nossa coleção 
 





fenotipicamente através de ensaios fermentativos de competição direta com a linhagem 
parental JAY270. 
Para que a realização desse experimento fosse possível, primeiramente a linhagem 
parental JAY270 e os derivados LOH foram marcados com resistência à drogas diferentes, 
permitindo assim monitorar a razão relativa celular LOH para parental na população, 
durante a co-cultura. Desse modo, foi inserido um gene que confere resistência ao 
antibiótico higromicina no genoma de FDY1-FDY11 e um gene que confere resistência à 
geneticina no genoma de JAY270. As linhagens LOH portadoras do marcador de 
resistência à higromicina foram chamadas FDY1H a FDY11H. Já a linhagem JAY270 
portadora do gene de resistência ao antibiótico geneticina foi chamada de JAY270K.  
Anteriormente ao preparo do inóculo inicial, cada linhagem FDYH, JAY270K e 
JAY270H foram crescidas isoladamente em 5ml de meio YPD sem antibiótico, a 
temperatura de 30°C overnight. 
O inóculo inicial foi preparado através da mistura de mesma porcentagem de 
JAY270 pura (JAY270K) com cada um dos onze derivados (FDY1H-FDY11H) e também com 
uma cultura original de fermentação industrial (razão relativa celular LOH:parental inicial 
de 1:1). Sendo assim, 1% de cada cultura das linhagens FDY1H-11H foi misturada com 1% 
de cultura JAY270K e 98% da cultura original de dornas de fermentação. Dessa mistura 
total, 1% foi inoculado em 50 ml de xarope de cana-de-açúcar diluído e autoclavado. 
Também realizamos uma competição controle entre JAY270K e JAY270H, com inóculo 





A cultura original de dornas de fermentação utilizada contém leveduras selvagens, 
em sua maioria PE-2, além de outros microorganismos não identificados e foi coletada em 
um experimento de fermentação em escala industrial realizado em uma destilaria piloto 
da ESALQ-USP durante doutorado de um aluno do grupo (Carvalho-Netto 2012). 
Ao final de cada ciclo fermentativo (~24 horas), uma pequena amostra das culturas 
(500 µl) era transferida para meio fresco, iniciando um novo ciclo. A cada cinco ciclos, 
amostras foram plaqueadas em meio YPD contendo os antibióticos específicos e a razão 
LOH:parental foi determinada através de contagem das colônias após crescimento a 30°C 
durante 3 dias. Primeiramente, a competitividade das onze linhagens foi avaliado durante 
fermentação contínua de xarope de cana-de-açúcar em quinze ciclos. Os resultados foram 
então confirmados em um experimento com trinta ciclos fermentativos. Os ensaios foram 
realizados em uma estufa a 30°C com agitação de 150 rpm. Uma esquematização dos 







Figura 2 – Experimentos de competição de longo prazo para testar consequências fenotípicas de perda de 
heterozigosidade (LOH) em linhagens de PE-2. Representação esquemática dos ensaios fermentativos de 
competição realizados entre linhagens LOH e a linhagem parental JAY270.  
 
RESULTADOS  
Para investigar se os rearranjos cromossômicos que ocorrem no genoma da 
linhagem industrial PE-2 durante a produção de etanol estão relacionados com alguma 
alteração fenotípica, foram analisados onze derivados de JAY270 portadores de variação 
estrutural cromossômica com perda de heterozigosidade (FDY1-FDY11), identificados e 
selecionados previamente pelo nosso grupo de pesquisa (Duarte 2010). 
Esses derivados foram comparados com a linhagem parental JAY270 através de 





com genes de resistência a antibióticos específicos, conforme descrito em “materiais e 
métodos”. Os genes de resistência, KanMX4 e HphMX4, foram inseridos em cópia única, a 
500 pb do centrômero do Cromossomo V (CEN5), entre o gene IRC22 e o CEN5 das 
linhagens, em uma região que não contém genes (Figura 3). Nesta localização, a 
probabilidade de perda dos marcadores por recombinação homóloga é praticamente nula.  
 
Figura 3 - Local de inserção das marcas de seleção no genoma das linhagens LOH e JAY270. Os genes de resistência à 
higromicina (HphMX4) ou geneticina (KanMX4) foram inseridos nos genomas das linhagens LOH e JAY270 
respectivamente. As marcas de seleção foram inseridas a 500 pb do centrômero 5 (CEN5) das linhagens, entre o gene 
IRC22 e CEN5. 
Como descrito em “materiais e métodos” primeiramente realizamos um 
rastreamento, competindo cada uma das onze linhagens LOH (FDY1H-FDY11H) com a 
linhagem parental (JAY270K) em ensaios fermentativos contendo quinze ciclos 
consecutivos. A razão celular LOH:parental foi monitorada a cada cinco ciclos 
fermentativos.  
A razão relativa celular LOH:parental inicial de 1:1 se manteve aproximadamente 
constante até o final dos quinze ciclos fermentativos para dez das onze linhagens LOH 
avaliadas (Figura 4). Dentre todos os ensaios realizados, somente uma linhagem (FDY6), 





(Figura 4F). O experimento controle de competição entre JAY270K e JAY270H demonstrou 
























































































Figura 4 - Competição direta: linhagens LOH X parental JAY270 (rastreamento com quinze ciclos). Experimentos de 
























































































Figura 5 – Linhagem FDY6 (LOH) X Linhagem Parental JAY270. Ensaios de competição contendo 30 ciclos consecutivos 
de fermentação para confirmar resultados obtidos para FDY6.  
Para confirmar os resultados obtidos para FDY6, repetimos o mesmo ensaio de 
competição realizado no rastreamento, mas dessa vez com trinta ciclos consecutivos de 
fermentação, para essa linhagem. Para eliminar a interferência de plaqueamento com os 



































marcador de resistência à higromicina (FDY6H) e linhagem parental marcada com gene de 
resistência à geneticina (JAY270K) e outro ensaio entre FDY6 com marcador de resistência 
à geneticina (FDY6K) e linhagem parental com marcador de resistência à higromicina 
(JAY270H). 
A fermentação contínua de trinta ciclos confirmou o primeiro resultado obtido: 
linhagem LOH FDY6 apresentou uma dominância significativa em relação à linhagem 
parental JAY270 (Figura 5).  
DISCUSSÃO 
Nesse capítulo, testamos a competitividade de linhagens PE-2 com variações 
cariotípicas (FDY1-11), previamente estudadas pelo nosso grupo de pesquisa (Duarte 
2010), para avaliar se LOH pode ser associado com alterações fenotípicas. As onze 
linhagens LOH foram avaliadas fenotipicamente durante fermentação contínua de xarope 
de cana-de-açúcar em competição direta contra a linhagem parental JAY270, que teve seu 
genoma molecularmente estudado e demonstrou ser altamente heterozigota (Argueso et 
al. 2009). 
Sabe-se que o processo de fermentação industrial para produção de etanol pode 
ser estressante para leveduras presentes nas dornas, com sucessões intensas de linhagens 
e alta competição. A estabilidade das populações depende da utilização de linhagens 
resistentes e bem adaptadas ao processo industrial e é importante para ajudar a manter a 
taxa de produção de etanol alta e estável (Basso et al. 2008; Amorim et al. 2011). As 
linhagens FDY1-11 foram coletadas no final de experimento industrial contendo 60 ciclos 





conseguindo permanecer até o final desse processo. Acreditamos então que, nesse 
experimento de competição direta com o parental, as variações estruturais 
cromossômicas com perda de heterozigosidade apresentadas em FDY1-11 se 
demonstrariam neutras ou benéficas às linhagens, pois variações negativas poderiam 
eliminar linhagens no processo. 
Conforme esperado, as variações cariotípicas se demonstraram neutras para a 
competitividade da maioria das linhagens LOH quando comparadas ao parental, sendo 
benéfica à uma delas. Dentre as onze linhagens avaliadas (FDY1-11), somente uma (FDY6) 
apresentou significativa dominância durante a fermentação relativamente ao seu parental 
sendo, portanto, que a perda de heterozigosidade que ocorre no genoma de JAY270 
durante a fermentação pode ser associada ao ganho de competitividade apresentado em 
FDY6 nos ensaios de competição. 
CONCLUSÕES  
 A variação estrutural cromossômica em JAY270 pode ser associada com efeitos 
benéficos à competitividade da linhagem durante a fermentação.  
  Outros estudos estão sendo realizados pelo grupo para melhor compreensão e 
caracterização genética da dominância apresentada em FDY6 e também para 
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Durante o desenvolvimento desses estudos, realizamos diferentes experimentos 
envolvendo as linhagens industriais Saccharomyces cerevisiae diploide PE-2/JAY270 e 
haploide JAY291 (derivado de JAY270), dos quais temos as seguintes conclusões:  
Através de mapeamento genômico por novos genes de floculação, analisando 
segregantes F2 de um cruzamento entre a linhagem industrial JAY291 e de laboratório 
S288c, observamos que esse fenômeno é controlado principalmente por três genes: FLO1, 
FLO8 e MSS11, necessários para a ocorrência de floculação. 
Além desses três genes principais, encontramos mais doze loci associados com 
floculação, que contém genes de efeito menor, mas também atuantes sobre a 
característica. Observamos ainda que muitos loci associados estavam localizados em 
regiões subteloméricas. 
Existem genes identificados nos loci, relacionados com outros fenótipos de adesão 
celular em estudos descritos na literatura como biofilme, pseudohifas e crescimento 
invasivo, que foram considerados no presente trabalho como candidatos para associação 
com floculação.  
Em outros estudos, vimos que a transição da típica morfologia de colônias lisas de 
JAY270 para rugosas, acompanhada de alta sedimentação, é resultado de um defeito de 





Nossas descobertas mostraram que a linhagem JAY270 é heterozigota para uma 
mutação em frameshift nesse gene (ACE2/ace2-7A), sendo que o fenótipo rugoso ocorre por 
recombinação mitótica associada com perda de heterozigosidade (LOH), produzindo células com 
duas cópias mutadas desse gene (ace2-7A /ace2-7A). 
 O defeito detectado ace2-7A foi reparado no genoma da JAY270. A linhagem 
desenvolvida PE-2/ARY103 passou a ter duas cópias do alelo selvagem de ACE2 
(ACE2/ACE2) e portanto incapaz de se tornar rugosa por recombinação e consequente 
perda de heterozigosidade. 
Em outros experimentos, avaliamos as consequências fenotípicas da perda de 
heterozigosidade através de competição de linhagens LOH (derivadas de JAY270) em 
ensaios de competição direta com o parental. A linhagem FDY6 apresentou dominância 
fermentativa sobre JAY270.  
Os estudos realizados colaboram para um melhor entendimento da genômica 











A simple and effective set of PCR-based molecular markers for the 












Esse anexo contém um manuscrito aceito para publicação na revista Journal of 
Biotechnology, no qual tive participação como co-autora pela realização de alguns 
experimentos de genotipagem de linhagens por PCR. 
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